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RESUMEN
La linea R 110 fue obtenida a partir de un tumor celular de corteza cerebral
humana. Su origen oligodendrocítico ha sido demostrado por su inmunopositividad a
proteína básica de mielina (MBP) y vimentina (Matute y cols, 1992). Tal origen esta de
acuerdo con la presencia de corrientes de potasio del tipo de rectificador de entrada
(Igm) y de rectificador retardado (1>), y no expresar corrientes de sodio dependientes de
voltaje (INa).
Mediante técnicas electrofisiológicas se demostró la expresión de receptores
funcionales de glutámico del tipo kainato. Dada la variabilidad en la amplitud de las
respuestas registradas y la heterogeneidad poblacional se realizó un subclonaje por
dilución infinita con el fin de seleccionar aquellas células que expresaban este tipo de
receptores.
Estas células presentaron respuestas rápidamente desensibilizantes ante la
aplicación de glutamato, kainato y quiscualato y parcialmente desensibilizantes ante
domoato. No se observaron respuestas a otros agonistas glutamatérgicos (AMPA y
NMDA), ni a otros agentes neurotransmisores (Gly, GABA y Ach).
El receptor de glutámico expresado por la línea celular R 110 fue activado por
glutamato y kainato de forma dosis dependiente con EC50 de 335 pM y 15 ia~M,
respectivamente. En presencia de agonista, el receptor sufrió una rápida y completa
desensibilización siguiendo un curso temporal monoexponencial (TJ E 20 ms). La
recuperación desde el estado desensibilizado de la respuesta de este receptor siguió
igualmente un curso monoexponencial cuya velocidad varió según el agonista utilizado
(treJ 3.6 5 y tree 13.7 s para glutamato y kainato, respectivamente).
Las respuestas a kainato presentaron una relación corriente-voltaje (11V) con una
marcada rectificación de entrada. En algunos casos se observó una curva 11V con doble
rectificación.
—1—
RESUMEN
Aunque AMPA fue incapaz de generar respuestas por si sólo, actuó como un
antagonista poco potente al coaplicarlo con kainato. Los antagonistas de receptor de
AMPA, CNQX y GYKI 52466 inhibieron las respuestas de kainato aunque con poca
potencia (1C50 de 38.5 pM y 281 piM para CNQX y GYKI 52466, respectivamente).
Ciclotiazida (CTZ), un modulador alostérico de los receptores de AIvIIPA, no modificó
las respuestas a kainato. Por el contrario, Concanavalina A (ConA) redujo la
desensibilización del receptor potenciando la respuesta al pico aproximadamente un
70%. El colorante Azul de Evans (ER) presentó un efecto diferente según se
perfundieran altas o bajas concentraciones de kainato. En presencia de concentraciones
saturantes de kainato, este colorante siempre bloqueó las respuestas. Sin embargo,
concentraciones menores de kainato causaron potenciación o inhibición de la respuesta
según la concentración de EB perfiindida. Independientemente del efecto causado en la
célula, este compuesto siempre disminuyó el grado de desensibilización del receptor de
kainato.
En muestras de la línea R 110 y mediante la técnica de RT-PCR, únicamente se
pudo amplificar la subunidad GIuR6. Las subunidades del receptor de kainato GIuR5,
GIuR7, KA1 y KA2, asi como las subunidades GIuRI-4 del receptor de MvIPA no
fueron detectadas. Sin embargo, estas subunidades si pudieron amplificarse al utilizar
muestras de cerebro de rata. El estudio molecular indicó que el grado de edición del
RNA de la subunidad GIuR6 fUe múltiple, observándose que el dominio M2 únicamente
existe en su forma no editada (GIuR6(Q)), mientras que ambas posibilidades (formas
editadas y no editadas) son posibles en el dominio Ml.
Los estudios de permeabilidad a calcio indicaron escasa pero no nula
permeabilidad de los receptores de kainato expresados en esta línea celular a este ión.
Aunque el papel de estos receptores es oscuro, en la línea R 110 se observó
mortalidad celular tiempo dependiente asociada a la exposición al agonista. El aumento
del tiempo de exposición al agonista produjo un incremento del porcentaje de mortalidad
celular. Estos resultados implicarían al receptor de kainato en fenómenos excitotóxicos,
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anteriorínente Ligados exclusivamente a la activación de otros receptores ionotrópicos de
glutámico.
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En el sistema nervioso central (SNC) de los vertebrados, la mayoría de las sinapsis
excitadoras utilizan ácido glutámico como neurotransmisor. Mediante la activación de sus
receptores el ácido glutámico no sólo media la transmisión sináptica rápida, sino que también
participa en la maduración de las conexiones sinápticas y en el crecimiento y la estructuración
celular, actuando en este punto como un auténtico factor trófico. Además, puede conllevar la
generación de fenómenos plásticos de larga duración, como ocurre con la variación por el uso
de la eficacia sináptica (LTP, LTD), así como degeneración y muerte celular en procesos
neurológicos agudos o crónicos, cuando su concentración se encuentra anormalmente
elevada en el líquido extracelular, aunque sea durante un breve espacio de tiempo.
Los receptores de glutámico se han dividido en dos grandes superfamilias: los
receptores metabotrópicos y los receptores ionotrópicos. Al activarse, los receptores
metabotrópicos (mGluRs) regulan la síntesis de segundos mensajeros intracelulares, como
IP3, cAN’IP o cGMIP (para revisión ver: Pm y Duvoisin, 1995). Esta superfamilia está formada
por ocho genes diferentes (mGluRl.8), cada uno de ellos pueden generar distintos niRNA
por ayustamiento alternativo (Nakanishi, 1992). En base al nivel de conservación de su
secuencia aminoacídica, se han subdividido en tres grupos (Nakanishi, 1992), soportados por
sus respectivos mecanismos de transducción (adenil-ciclasa (AC), fosfolipasa C (PLC))
(I-Iayashi y cols, 1992), que coinciden con los propuestos farmacológicamente en base a su
diferente afinidad por análogos del ácido glutámico.
Por el contrario, los receptores ionotrópicos (iGluRs) se caracterizan por formar un
canal catiónico, con diferente selectividad iónica según el tipo de receptor, que permite la
permeación de Na
4, K~ y Ca2~ (Nakanishi, 1992; Hollmann y Heinemann, 1994). Estos
receptores en base a sus distintas propiedades farmacológicas y biofisicas se han subdividido
en tres subtipos: receptores de NMDA, receptores de AMPA y receptores de kainato.
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Clásicamente se ha incluido bajo el nombre de receptores no-NMDA a los receptores
AMPA y kainato, al no disponer de agonistas y/o antagonistas selectivos que permitieran su
diferenciación. Con anterioridad al clonaje de las primeras subunidades del receptor de
kainato, la noción de que estos receptores pudieran ser diferentes estuvo basada en
experimentos de unión de radioligandos, que indicaban la presencia de sitios de unión de alta
afinidad para [H]kainato con una distribución diferente a la encontrada por [‘H]AMPA en
cerebro de rata, así como al diferente patrón de respuesta observado electrofisiológicamente.
Sin embargo, mediante técnicas de biología molecular se han identificado al menos 9
subunidades relacionadas, que se agrupan en dos familias: GIuR1-4 (GIuR.A-D) denominadas
según el laboratorio que las clonó (Boulter y cols, 1990 y Keinánen y cols, 1990,
respectivamente) forman la familia de los receptores de AMPA y GIuRS-7 junto con KM y
KM. la familia de los receptores de kainato. En rata y ratón existen 2 subunidades huérfanas
6-1 y 6-2, que no generan sitios de unión ni forman canal iónico (Lomeli y cols, 1993). La
complejidad molecular de los receptores de glutamato se ve incrementada por la existencia de
diferentes isoformas generadas por ayustamiento alternativo del RNA, así como por la
edición del pre-ruRNA (Hollmanny Heinemann, 1994).
Las subunidades de una misma familia mantienen entre sí un grado de identidad en su
secuencía aminoacídica mayor que entre las subunidades de familias diferentes. Así, los
receptores de AMPA presentan un 30-36% respecto a los receptores de kainato y las
subunidades GIuR5-7 un 44% respecto a las subunidades KA1 y KA2 (Mishina y cols, 1993;
Sommer y Seeburg, 1992; Nakanishi, 1992; Hollmann y Heinemann, 1994).
Dentro de cada familia, las subunidades pueden formar canales homo o
heteroligoméricos, que presentan diferentes propiedades fUncionales dependiendo de las
subunidades implicadas en la formación del canal (Hollmann y Heinemann, 1994; Bettler y
Mulle, 1995). Por ejemplo, la presencia de la subunidad GIuRE editada suprime la
permeabilidad a calcio del receptor de AMPA formado (Hume y cols, 1991).
Experimentos de inmunoprecipitación, utilizando anticuemos específicos, y
electrofisiológicos en sistemas de expresión heteróloga con drogas que afectan a las
—5—
INTRODUCCIÓN
propiedades de desensibilización de los receptores (Patneau y Mayer, 1991; Raman y
Trussell, 1992; Huettner, 1990; Wong y Mayer, 1993; Partin y cols, 1993; Patneau y cols,
1993; Yamada y Tang, 1993), han sugerido que las subunidades de AMPA y kainato no
forman canales mixtos, sino receptores independientes, que pueden ser activados por los
mismos agonistas y expresarse en las mismas células (Craig y cols, 1993; Lerma y cols, 1993;
Patneauy cols, 1994; Puchalski y cols, 1994).
Las distintas subunidades de los receptores de glutámico están formadas por cadenas
polipeptídicas glicosiladas compuestas por unos 900-1300 aminoácidos con un peso
molecular aproximado de unos 100 KDa. Se supone que los receptores están formados por
cinco subunidades, es decir, presentan una estructura pentamérica (Ferrer-Montiel y Monta],
1996). A diferencia de los mGluRs, el análisis de hidrofobicidad detecta en todas las
subunidades la presencia de cuatro segmentos hidrofóbicos (M1-M4), que predicen otros
tantos segmentos transmembrana (Keinánen y cols, 1990). Sin embargo este modelo
ínícialmente propuesto, basado en el ampliamente conocido del receptor nicotínico (Unwin,
1993), ha sido abandonado al ponerse en evidencia que el segmento M2 no cruza totalmente
la membrana (ver más adelante). Por consiguiente, las subunidades de los receptores
¡onotrópicos de glutámico presentan una estructura común con tres dominios transmembrana
(Mi, M3 y M4), y uno cismembrana (M2) en forma de horquilla, con el extremo amino-
terminal extracelular y el carboxi-terminal intracelular (Hollmann y cols, 1994; Bennett y
Dingledine, 1995).
La localización extracelular del segmento que une M3 y M4 ha sido confirmada por
distintos resultados experimentales como la fosforilación observada en lugares previos al
segmento M3 (Raymond y cols, 1993; Wang y cols, 1993), la glicosilación de la subunidad
GIuR6 nativa entre los segmentos M3 y M4 (Roche y cols, 1994; Taverna y cols, 1994) o la
acción a este nivel de moduladores extracelulares como espermina o ¡rl (Sullivan y cols,
1994). Esta localización implica una disposición intracelular del dominio carboxi-terminal,
coherente con los resultados experimentales obtenidos en estudios de fosforilación del
dominio carboxi-tenninal en receptores recombinantes de glutámico (Tingley y cols, 1993) y
con la conservación del patrón de glicosilación tras la delección del segmento M2, que
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demuestra la disposición cismembrana de este segmento (Wo y Oswald, 1994), y ratifica el
modelo con tres dominios transmembrana.
Numerosos datos indican que los aminoácidos del segmento M2 están implicados en
la formación del poro iónico y determinan la selectividad iónica y la relación corriente-voltaje
de los distintos receptores glutamatérgicos. En los receptores de AMPA, estos parametros
están regulados por el residuo localizado en la posición 586 de la subunidad GIuRE,
denominado sitio Q/R. En una posición homóloga existe en el receptor NMDA una
asparragina (14), que controla su permeabilidad a Ca2~. Mediante experimentos de
mutagénesis dirigida se ha demostrado que la sustitución de estos aminoácidos produce un
cambio de las propiedades del canal (Hume y cols, 1991; Burnashev y cols, 1992a). En los
receptores no-NMDA la presencia de uno u otro aminoácido se debe a un proceso de edición
del RNA. El fenómeno de edición provoca el cambio de un nucleótido en la secuencia del
RNA, lo que origina variantes moleculares de la misma subunidad. En este caso, por
desaminación de la adenosina (A) se genera una ¡nosína (1) (Egebjerg y Heinemann, 1993;
Egebjerg y cols, 1994). Este hecho determina la presencia en el mRNA del codón CIG que
coditica para arginina (R) en la versión editada en el sitio Q/R (posición 586 para GIuRB y
621 para GIuR6) del dominio cismembrana M2, en lugar del codón CAG que codifica para
glutamina (Q) en la versión no editada. Parte del segmento previo a Ml y posterior a M3 se
postulan como sitios de unión para el ácido glutámico (O Hara y cols, 1993; Stem-Bach y
cols, 1994). Mutaciones próximas a los dominios propuestos confirman esta idea (Uchino y
cols, 1992).
Los receptores de AMPA median la mayoría de la transmisión sináptica rápida
excitadora en el sistema nervioso central de vertebrados. Cuando son activados por
glutamato o AMPA muestran corrientes rápidamente desensibilizantes, mientras que la
aplicación de otros agonistas, como kainato o domoato, produce respuestas no
desensibilizantes. Clásicamente se les ha adscrito una baja permeabilidad a iones divalentes.
La identidad entre la secuencia de las subunidades del receptor de AMPA es de
aproximadamente un 70%. Cada subunidad puede presentar dos variantes moleculares
denominadas FLIIP y FLOP, en una región de 38 aminoácidos localizada previamente al
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segmento M4 (Sommer y cols, 1990). Estas isoformas otorgan al receptor propiedades
farmacológicas y cinéticas diferentes (Sommer y cols, 1990). La versión FLil> de todas las
subunidades se expresa predominantemente antes del nacimiento y permanece invanable a lo
largo del desarrollo, mientras que las formas FLOP aumentan a partir del día 8 postnatal. Ello
sugiere que esta isoforma pueda corresponder al receptor adulto (Monyer y cols, 1991). Las
versiones FLIiP exhiben menor grado de desensibilización (Sommer y cols, 1990; Partin y
cols, 1993) y son más sensibles a moduladores como la ciclotiazida (Partin y cols, 1994).
El incremento de subunidades GluRiB(R) respecto GIuRA y GIuRC durante el
desarrollo postnatal plantea la posibilidad de que el número de receptores de AMPA
permeables a calcio disminuya en función de la edad (Durand y Zukin, 1993). La existencia
de un alto porcentaje de heterooligómeros que contienen la subunidad GIuRB(R) es una
posible explicación de la baja permeabilidad a calcio encontrada en los receptores de AMPA
en cerebro adulto. Sin embargo, se han descrito ciertos tipos neuronales que expresan
receptores de AMPA permeables a iones de calcio (Lino y cols, 1990; Bumashev y cols,
1992b; Lerma y cols, 1994). Estas células podrían regular la producción de la subunidad
GIuRB(R) y, por tanto, controlar la cantidad de calcio que puede entrar al interior celular a
través de estos receptores (Jonas y cols, 1994).
Las subunidades del receptor de kainato GIuR5-7 presentan un 70% de identidad en
su secuencia, mientras que las subunidades KAI y KA2 alcanzan un grado de identidad
mayor (80-90%). Existen variantes estmcturales de estas subunidades generadas por edición
del mRiNA en el sitio Q/R del segmento M2, presente en las subunidades GIuR5 y GIuR6
(Sommer y cols, 1991; Kóhler y cols, 1993). En la subunidad GIuR6 además se encuentran
otros dos sitios más, susceptibles de ser alterados por edición. El sitio isoleucina-valina (11V)
y tirosina-cisteina (Y/C), localizados en el segmento Ml (Kóhler y cols, 1993) relacionados
con la permeabilidad a calcio (Burnashev, 1996; Egebjerg y Heinemann, 1993; Kóhler y cols,
1993). El porcentaje de mRNAs editados aumenta durante el desarrollo, encontrándose
aproximadamente un 35% y un 75% de subunidades GIuR5 y GIuR6 editadas en el adulto
(Bernard y Khrestchatisky, 1994; Sommer y cols, 1992).
Los receptores homooligoméricos compuestos por las subunidades GIuR5 y GIuR6
forman canales tbncionales. Las subunidades KM y KA2 pueden coensamblarse con las
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subunidades anteriores formando canales heterooligoméricos funcionalmente diferentes.
Recientemente, se ha demostrado que la subunidad GIuR7 no forma canales fUncionales en
sistemas de expresión, así como puede asociarse con otras subunidades produciendo cambios
funcionales (Schiffer y cols, 1997). Los receptores homoméricos GIuR6 dan lugar a
respuestas totalmente desensibilizantes cuando son activados por glutamato, kainato o
quiscualato, y parcialmente desensibilizantes frente a domoato. Por el contrario, son
totalmente insensibles a AIvIPA (Sommer y cols, 1992; Egebjerg y cols, 1991). Los
receptores homoméricos formados por subunidades GIuRS muestran una respuesta a kainato
parcialmente desensibilizante y presentan cierta sensibilidad a AIvIPA (EQ0 3 mlvi> (Bettler
y cols, 1990; Huettner, 1990). Los heteroméricos GIuR5-KA2 se desensibilizan más
rápidamente que los receptores GIuRS homoméricos aún cuando siguen mostrando un
componente estacionario. La combinación GIuR6-KA2 origina receptores con sensibilidad a
AIvIPA, que genera respuestas poco desensibilizantes (Herb y cols, 1992).
Se han encontrado receptores fUncionales de kainato en neuronas de hipocampo en
cultivo (Lerma y cols, 1993; Wilding y Huettner, 1997), en neuronas del ganglio de la raiz
dorsal (Huettner, 1990), en neuronas ganglionares del trigémino (Sahara y cols, 1997) y en
precursores gliales (Patneau y cols, 1994). Fuera del sistema nervioso también se ha descrito
presencia de tránscritos para subunidades de receptores de kainato en los islotes pancreáticos
(Weaver y cols, 1996). Aunque por el momento se desconoce su función, estos sistemas
podrían participar del desarrollo cerebral y tomar parte en algunas fUnciones neuroendocnnas
(Wisden y Seeburg, 1993; Weaver y cols, 1996). Recientemente, sin embargo, se ha
demostrado su participación en la modulación de la liberación de ácido gamma-aminobutírico
(GABA) principal agente neurotransmisor inhibidor del SNC (Rodríguez-Moreno y cols,
1997).
Los receptores de NIvIDA se caracterizan por requerir glicina como coagonista para
activar el canal (Johnston y Ascher, 1987; Lerma y cols, 1990), ser altamente permeables a
calcio (Ascher y Nowak, 1986) y presentar dependencia de voltaje debida a un bloqueo del
canal por el magnesio extracelular (Mayer y cols, 1984; Nowak y cols, 1984). Estos
receptores son susceptibles de modulación tanto por agentes endógenos como exógenos
(Lovinger y cols, 1989; Manzoni y cols, 1992; Lenna, 1992), y su papel en fenómenos
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plásticos (Bliss y Collingridge, 1993; Malenka y Nicolí, 1993) y degenerativos (Choi, 1988;
Olney, 1990) está bien establecido en la actualidad.
Las cinco subunidades del receptor de NMDA se pueden dividir en dos subfamilias:
NMDARI y NMDAR2. Según su secuencia aminoacidica, las subunidades de la subfamilia
NMDAR2 presentan un 40-50% de identidad entre sí. Al compararlas con las subunidades de
la subfamilia NMDAR1 esta relación disminuye hasta el 18% y respecto a otros iGIuRs
todavía es menor (12-18%) (Mishina y cols, 1993).
La subfamilia NMDAR1 está formada sólo por un gen del que se generan siete
¡soformas diferentes por procesamiento alternativo de su mRNA. La subfamilía NMDAR2
está fonnada por cuatro subunidades (NR2A-D), que no presentan isoformas salvo en la
subunidad NR2D (Ishii y cols, 1993). Aunque la subfamilia NMDAR1 puede formar canaies
homoméricos cuando se expresa en oocitos de Xenopus, este resultado no se reproduce en
líneas celulares ni se ha descrito en el SNC. Existen evidencias de que sólo se pueden formar
receptores funcionales cuando éstos incluyen la subunidad NR] más uno o varios tipos de
subunidades NR2. Las propiedades funcionales del receptor varian según qué subunidad NR2
se ensamble (Monyer y cols, 1992).
RECEPTORES GLUTAMATÉRGICOS EN LAS CÉLULAS GLIALES
Mediante criterios morfológicos e inmunocitoquimicos se pueden distinguir distintos
tipos de células gliales: macroglia (astrocitos, oligodendrocitos y células ependimarias),
microglía, progenitores (células O-2A), y células específicas como la glía de Bergmann (BG),
células de Múller o las células de Schwann.
A las células gliales clásicamente se les ha atribuido un papel pasivo, como células de
soporte, facilitadoras de nutrientes y factores tróficos, encargadas de mantener el pH
extracelular y la homeostasis iónica, no interfiriendo en el circuito neuronal. Actualmente se
les atribuye un mayor dinamismo. Así, las células gliales dependiendo del tipo celular, área
cerebral y estado de desarrollo pueden expresar virtualmente todos los canales voltaje- y
ligando-dependientes encontrados en neuronas (para revisión ver: Barres y cols, 1990; Gallo
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y Russell, 1995). La constancia de diferentes canales iónicos encontrados en los distintos
tipos celulares gliales sugiere aún una mayor diversidad funcional. Por ejemplo, en
oligodendrocitos se puede correlacionar la aparición de la corriente rectificadora de entrada
(Igr.m) con la maduración de estas células (Barres y cols, 1990).
La diversidad de canales unido a la proximidad anatómica y a las relaciones neurona-
glla y glía-glía generan espectativas de que estas células puedan recibir, emitir y/o modular
respuestas. En la actualidad, la función mejor demostrada en las células gliales es la
regulación de los niveles de potasio extracelular durante la actividad neuronal, mediante dos
mecanismos de regulación: el tamponamiento espacial y la acumulación de potasio. Algunos
canales de potasio (I~) están implicados en este proceso (Barres y cols, 1988; Sontheimer,
1994), y la activación de receptores sensibles a GABA o a glutamato podrían modular el
sistema. Las células gliales debido al acoplamiento eléctrico y a la formación de sincitios
electrotónicos, mantienen la homeostasis extrayendo el exceso de iones desde la zona
activada a las células adyacentes (Nedergaard, 1994). Aunque esto se logra mayoritariamente
a través de la red astrocitaria, los oligodendrocitos también participan en esta fUnción, aunque
su papel es menos relevante por ser menor su grado de acoplamiento (Ransom y Kettermann,
1990).
La función de los receptores activados por glutamato en las células gliales in si/ii es
puramente especulativa. Se han estudiado las propiedades de estos receptores en cultivos
primarios de astrocitos (indiferenciados, tipo 1 y tipo II), oligodendrocitos y precursores (O-
2A) (para revisión ver Gallo y Russell, 1995). También se han utilizado lineas celulares
primarias, como la línea CG-4 de origen oligodendrocítico (Louis y cols, 1992), que presenta
receptores AIVIPA no editados y receptores kainato editados, y que ha servido como modelo
para el estudio de las propiedades funcionales de los oligodendrocitos durante el desarrollo
(Patneau y cols, 1994). Igualmente se han estudiado algunas lineas celulares obtenidas de
tumores (R 111) que también parecen expresar algunos tipos de receptores glutamatérgicos
(Matutey cols, 1992).
La primera evidencia de que los aminoácidos excitadores depolarizan directamente la
membrana de las células gliales por activación de los iGluRs y no por activación de sistemas
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de transporte electrogénícos fue obtenida en cultivos de astrocitos de cerebro de rata
(Bowman y Kimelberg, 1984). Estudios electrofisiológicos posteriores en cultivos de
astrocitos tipo II demuestran inequívocamente distintas respuestas ante la aplicación de
glutamato u otros agonistas glutamatérgicos, ratificando la existencia de receptores
funcionales. La amplitud de las distintas corrientes fue similar a la observada en neuronas
(Usowicz y cols, 1989). La sensibilidad a glutamato de las células gliales parece variar según
la región cerebral implicada. Así, sólo un 6% de los astrocitos corticales presentan respuesta a
AMPA, frente al 24% de los localizados en hipocampo (Glaum y cols, 1990).
La corriente generada en células gliales en cultivo por aplicación de glutamato es
debida a la activación de los receptores AMPA y/o kainato, ya que estas células no presentan
receptores NMDA funcionales (Usowicz y cols, 1989; Gallo y Russell, 1995). Sin embargo,
en la glia de Bergmann se han encontrado niveles significativos de expresión de mRNA de las
subunidades NRI y NR2B del receptor NMDA, aunque este hecho no está asociado a la
presencia de canales NMDA funcionales, desconociéndose el significado de dicha expresión
(Luque y Richards, 1995).
Mediante técnicas de medición de calcio en cultivos de astrocitos identificados
antigénicamente (Comelí-Belí y cols, 1 990a; van den Pol y cols, 1992), se demuestra que las
depolarizaciones de la membrana producidas por aplicación de distintos agonistas de los
receptores de AMPA y kainato se correlacionan con aumentos transitorios de la
concentración de calcio intracelular. Este fenómeno asi como su transmisión desde la célula
excitada a las células adyacentes, puede ser bloqueado por antagonistas selectivos de los
receptores no-NMDA (Cornelí-Belí y cols, 1990a; Holzwarth y cols, 1994). Se ha
demostrado que esta señal se transmite por la red astrocitica a través de uniones
comunicantes (“gap junctions”) formadas por la conexina 43 (Giaume y cols, 1991).
Igualmente, se ha observado en astrocitos tipo 1, pero no en astrocitos tipo II, un
aumento en el recambio de fosfatil-inositol (PI) y movilización del calcio intracelular en
respuesta a glutamato, hecho que sugiere la existencia de receptores metabotrópicos en este
tipo de células (Pearce y cols, 1986; Holzwarth y cols, 1994). La activación de los receptores
metabotrópicos gliales se ha propuesto como señal para la diferenciación de astrocitos. A
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través de estos mecanísmos, el glutamato induce un efecto antiproliferativo en células que se
encuentran entre la fase G0 y G1 del ciclo mitótico, pero no durante la fase 5 (Nicoletti y cois,
1990), produciéndose una reorganización de los filamentos de actina y la formación del
filopodio (Cornelí-Belí y cols, 1 990b). Este efecto no se ha detectado por activación de los
receptores ionotrópicos (Nicoletti y cols, 1990).
EXCITOTOXICIDAD
La sobreexcitación de los receptores glutamatérgicos produce degeneración y muerte
celular (Choi, 1988; Olney, 1989). Este mecanismo se ha postulado como una de las causas
subyacentes a los desórdenes neurológicos y enfermedades nerviosas. Excitotoxicidad es el
término originariamente utilizado por Olney (1986) para definir la habilidad del ácido
glutámico y otros aminoácidos excitadores estmcturalmente relacionados con él, para destruir
neuronas. Aunque todos los receptores glutamatérgicos (GluRs) pueden estar implicados en
el proceso, no participan de igual manera en este fenómeno. Un pulso de 5 minutos de
NtvIDA produce muerte celular dependiente de calcio. Una breve exposición a kainato
produce hinchazón celular generalizada pero escasa muerte celular, y la misma aplicación de
AMPA no provoca ningún efecto. Sin embargo, cuando la exposición a estos últimos
agonistas es de mayor duración, ambos son potentes neurotóxicos. De hecho, un pulso de 24
h de kainato 10 MM produce una extensa muerte celular en cultivos de neuronas corticales
(Choi y cols, 1988).
La excitotoxicidad en un cultivo de neuronas puede ser separada en dos componentes
en base al tiempo y a la dependencia iónica (Choi, 1987). El primer componente se
corresponde con un hinchamiento celular minutos después de la exposición debido a la
entrada de iones Na y Cl que arrastran agua (Olney y cols, 1986; Choi, 1987). Este
hinchazón no es necesanamente letal, y puede ser minimizado por otros agentes
depolarizantes, como soluciones de alto K~ o veratridina. La mayoría de las células pueden
recobrar su equilibrio y sobrevivir. El segundo componente produce desintegración celular
tardía, horas después de la aplicación del agonista. El calcio extracelular es el responsable del
proceso y determina la severidad del daño inducido por el agonista (Garthwaite y Garthwaite,
1986; Choi, 1985).
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Los cultivos gliales son menos vulnerables a la excitotoxicidad que los cultivos
neuronales. La menor sensibilidad se puede explicar por la ausencia de receptores NMDA, la
menor densidad de receptores no-NMDA y/o la mejor regulación de los niveles de calcio
intracelular. La aplicación de calcio o quiscualato produce gliotoxicidad, mientras que la
inyección sistémica de kainato o glutamato sólamente produce hinchazón célular. En
astrocitos corticales se ha observado turgencia celular tras la aplicación de glutamato,
aspartato y quiscualato, pero no tras kainato (Chan y cols, 1990). La importancia del cambio
del volumen astrocitario radica en la modificación del volumen del espacio extracelular
alrededor de las neuronas, que puede modular la actividad neuronal.
La neurotoxicidad mediada por glutamato ha sido asociada a una elevación anormal
en la concentración del calcio intracelular, Esta hipótesis podría explicarse en un modelo de
tres estados (Choi, 1990). En el primero (inducción), la sobreestimulación de los receptores
glutamatérgicos provocaría en neuronas un desarreglo intracelular potencialmente letal por
entrada de Ca2+, Na4, C1 y aumento de IP3 y diacilgílcerol, y en particular, por sobrercarga en
la concentración de calcio intracelular. En una segunda fase estos trastornos celulares podrían
aumentar su intensidad implicando a otras células adyacentes (amplificación), por
modificaciones en la relación del calcio intracelular libre y ligado, y/o por la activación de
algunas familias enzimáticas como la proteína kinasa C, enzimas reguladoras de
calmomodulina y fosfolipasas. La activación de mGluRs también pueden participar en el
proceso iniciando cascadas de segundos mensajeros. Estos cambios varian la eficacia y la
excitabilidad del circuito de una forma duradera, Finalmente, la “expresión” de la toxicidad
incluiría aquellos procesos directamente responsables de la desintegración neuronal, es decir,
las consecuencias finales de la activación en la fase anterior de las cascadas citotóxicas por
enzimas catabólicas. La producción de radicales libres puede ser otra vía importante de
expresión por interferir en la homeostasis del calcio, activar alguna de las cadenas
anteriormente mencionadas e iniciar algunos procesos destructivos como la peroxidación de
lípidos. El aumento de glutamato está retroalimentado por la formación de radicales libres,
pudiéndose producir un daño excitotóxico adicional (Pellegrini-Giampietro y cols, 1988;
Dawson y cols, 1991).
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Así pues, la excitoxicidad per se puede verse como la convergencia de diferentes vías
en un proceso común que determina la muerte celular. La muerte celular provocada por
excitotoxicidad puede presentar las dos formas de muerte morfológicamente descritas:
necrosis y apoptosis. La muerte celular por necrosís ocurre cuando las células sufren un
estímulo intenso que modifica sus condiciones fisiológicas normales, y dalia su membrana
plasmática. Se caractenza por pérdida de la homeostasis, hinchazón celular y de las organelas
intracelulares, desintegración de las organelas, floculación de la cromatina y lisis celular
completa sin formación de vesículas. Bioquimicamente, el proceso se realiza sin gasto
energético y la fragmentación de la cromatina se produce después de la lisis celular. Este tipo
de muerte se ha identificado en la patogenia de enfermedades asociadas con muerte neuronal
por hipoxia-isquemia, hipoglicernia, ect.
La apoptosis, por el contrario, está asociada a la renovación fisiológica de células y
tejidos. Se produce en células aisladas y puede ser inducida o inhibida mediante la activación
de diversos genes (Shi y cols, 1992; Sentman y cols, 1991). Las células presentan una serie de
cambios degenerativos que incluyen agregación de la cromatina, condensación celular y
nuclear con vacuolización citoplasmática (cuerpos apoptóticos), aunque se mantiene la
integridad de sus organelas y de su membrana. lii vivo, los cuernos apoptóticos son
rápidamente reconocidos y fagocitados por macrófagos o células epiteliales adyacentes, no
existiendo una respuesta inflamatoria evidente. In vi/ro, éstos constituyen los últimos
fragmentos celulares visibles. Bioquíínicamente, el hecho más destacado es la degradación del
DNA genómico y los cambios irreversibles que se producen antes de perder la integridad de
la membrana celular (fragmentación prelitica del DNA). En algunos sistemas esta
fragmentación ha sido observada como resultado de la activación de endonucleasas nucleares
dependientes de Ca2 y Mg2~. Estas enziínas se unen selectivamente al DNA entre unidades
nucleosomales, generando fragmentos ¡nono y oligonucleosomales de DNA. Estos
fragmentos aparecen en un gel de agarosa formando una caracteristica escalera con los
peldaños separados por unos 200 pb (Wyllie y cols, 1980), o 50 kb (Walker y cols, 1993). El
tipo y la extensión de la fragmentación de DNA puede vanar. De hecho, se han observado
evidencias morfológicas de apoptosis en diversas situaciones donde no era detectable la
degradación internucleosomal del DNA (Walker y cols, 1993).
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1.- Establecimiento y mantenimiento de una línea celular que exprese receptores de
kainato.
2.- Caracterización molecular y funcional de los receptores de kainato en esa línea.
3.- Determinación del grado de implicación de los receptores de kainato en procesos
de muerte celular.
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1.- CULTIVOS CELULARES
Tanto el cultivo de las diversas líneas celulares como los cultivos primarios se
realizaron en condiciones de esterilidad, utilizando una campana de flujo vertical. Los medios
y materiales utilizados fueron estériles. Todas las células se crecieron en un incubador
humidificado a 370C y con una atmósfera de 5% de CO2.
Li.- CULTIVO DE LA LINEA CELULAR RilO
La línea celular R 110 generada por Matute y colaboradores (1992), llegó al
laboratorio en un ratón desnudo portador del glioma. Para la obtención de estas células se
siguió el método descrito por Hockfield y cols (1993), ligeramente modificado.
Tras el sacrificio de un ratón desnudo portador del glioma se extrajo el tumor en
condiciones de esterilidad. El tumor se disgregó mecánicamente y se incubó con tripsina tipo
1 (100 mg/mI) durante 10 minutos. Una vez lavada la tripsina, el macerado se pasó
sucesivamente a través de agujas de calibre decreciente para obtener una suspensión de
células aisladas. El resultado se centrifUgó (5’) a 1.000 rpm. El pellet se resuspendió en
medio de cultivo, permitiéndose su decantación. El material decantado se sembró en un
frasco de cultivo (frasco 1). Este proceso se repitió 3 veces, disminuyéndose la velocidad de
centrifugación (800 y 500 rpm, respectivamente). Los dos primeros frascos se mantuvieron
hasta que se comprobó que el frasco 3 progresé adecuadamente.
En los diez primeros pases las células de la línea R 110 se mantuvieron en medio de
cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino
inactivado (10%), suero de caballo inactivado (6%), glutamina (2mM), penicilina (100 UL’mi)
y estreptomicina (100 ugl¡ni) En pases sucesivos se redujo el suero de caballo hasta
eliminarlo del medio. En estas condiciones las células se desarrollaron adecuadamente. Tras
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30 pases las células siguieron conservando sus características morfológicas.
Las células se levantaron de los frascos de cultivo cuando presentaron un 80% de
confluencia. En los primeros pases la adherencia celular fue mayor y se utilizó tripsina para
despegarías. En pases sucesivos se conseguió el mismo resultado utilizando una solución
compuesta por PBS y EDTA 5mM. La viabilidad celular se valoró con azul de tripano y fue
mayor del 87%. Las células se sembraron en frascos de cultivo, placas Petri 35 mm o placas
multipocillos sin tratar según el experimento.
Para su almacenamiento las células de la línea R 110 se congelaron en una solución
compuesta por dimetilsulfóxido (DMSO) y suero fetal bovino (1:10), y se mantuvieron a -
700C. Las células se descongelaron en suero fetal bovino, se centrifugaron durante 5 minutos
a 900 rpm, y se resuspendieron en el medio de cultivo anteriormente descrito.
1.2.- SUBCLONAJE DE LA LINEAR 110 POR DILUCIÓN INFINITA
Para el subclonaje de la línea R 110 se siguió el método descrito por Hockfield y cols
(1993), con ligeras modificaciones.
Las células se levantaron del frasco de cultivo, como se índicó en el punto anterior, y
se obtuvo la suspensión de células a subclonar. Con la ayuda de un hemocitómetro, se
determinó el número de células de la suspensión, diluyéndose una alícuota de estas células en
medio de cultivo a una concentración de 100 células/ml y otra de 5 células/ml. Se sembró la
mitad de una placa de 96 pocillos (200 gí/pocillo), con cada una de las concentraciones,
encontrando en promedio según la dilución, una o cinco células por pocillo. Tres días
después, se revisaron los pocillos y se descartaron aquellos que presentaron numerosas
colonias, seleccionándose aquellos donde se observaron colonias únicas.
Dos semanas después del subclonaje, las células formaron una monocapa. Los
pocillos seleccionados se expandieron tras permitir la confluencia y se congelaron para su
almacenaje.
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La morfología de los clones alsados fUe semejante a la de sus parentales,
predominando las células fusiformes sobre las poligonales. Ninguno de los clones obtenidos
presentó una única morfología, aunque procedieran de pocillos donde sólamente se observara
una colonia.
1.3.- CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS DE HIPOCAMPO
Los cultivos de neuronas de hipocampo se prepararon siguiendo el protocolo de
Banker y Goslin (1991), con ligeras modificaciones.
Los hipocampos procedentes de cerebros de embriones de ratas Wistar de 17 días se
disecaron y lavaron en una solución salina (PES) con glucosa, incubándose a continuación en
PBS con glucosa y tripsina (1.25%) durante 15’ a 370C. Posteriormente fueron disociados
mecánicamente pasándolos a través de varias pipetas Pasteur de diámetro decreciente hasta
obtener una solución de células aisladas. El volumen se ajustó para una densidad de 300.000
células/pocillo, realizándose la siembra en placas multipocillo previamente tratadas con poly-
D-lisina (10 pg/ml) y laminina (4 pg/ml) (ambos de Sigma) (Collins, 1982). En los
experimentos en los que se usaron sustancias fluorescentes, las células se sembraron sobre
cubreobjetos estériles limpios y tratados con poly-D-lisinay laminina.
Las neuronas se mantuvieron en medio de cultivo Neurobasal suplementado con E-
27 (al 4%) (ambos de Gibco) (Brewer y cols, 1993) y con glutamina (2 mM) y antibióticos.
La mitad del volumen del medio de cada pocillo se renovó a las 72h.
1.4.- CULTIVO PRIMARIO DE ASTROCITOS
Se siguió el método descrito por McCarthy y de Vellis (1980), con ligeras
modificaciones.
Se extrajeron los cerebros de 2 ó 3 ratas Wistar postnatales de entre 0-2 días. Los
cerebros se mantuvieron en una solución de Hank sin calcio ni magnesio pero con glucosa
(0.45%) y antibióticos, hasta que se disecaron las cortezas cerebrales. Los bloques de tejido
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se disociaron mecánicamente y se pasaron secuencialmente por pipetas Pasteur de diámetros
decrecientes. La suspensión celular se centrifugó (5’) a 900 rpm. El “pellet” se resuspendió en
DIvIEM suplementado con suero fetal bovino y antibióticos, y la viabilidad celular se estimó
con azul de tripano. Las células se sembraron en frascos de cultivo de plástico de 50 mi a 10 x
106 células/frasco. Después de 20 minutos, las células que no se adherieron fueron desechadas
por aspiración del medio. Los frascos de cultivo fueron incubados a 370C en una atmósfera
humificada de 5% de CO
2 en aire, por períodos de 10-14 días hasta confluencia. El medio de
cultivo se renovó cada semana. Una vez obtenida una monocapa celular, las células se
sometieron agitación en un incubador durante 18 horas, para eliminar todas las células que no
fueran astrocitos. Una vez eliminadas las células no adheridas, los astrocitos se resembraron
en placas de plástico de 24 pocillos.
2.- TÉCNICAS ELECTROFISIOLÓGICAS
Las corrientes de membrana se midieron con la técnica de fijación de voltaje (patch
clamp) en la configuración de célula completa (whole celí’) (Hainilí y cols, 1981), usando
un amplificador List L/lvI EPC-7.
Las pipetas de registro usadas se fabricaron a partir de microcapilares de borosilicato
(1.2 mmx 0.68 mm AM SYSTEMS. INC) estiradas en un estirador horizontal siguiendo un
programa con múltiples pasos. Una vez estiradas, la punta de éstas se pulió mediante un pulso
de calor. La resistencia de las pipetas varió entre 1 y 5 megaohmios, cuando se llenaron con la
solución de registro (ver más adelante).
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ucción
Sellado Célula Completa
Célula adherida
Figura 1. Desarrollo dc la técnica de ‘patch clamp” para conseguir la configuración dc célula comíilcta.
1) Aproximación de la punta de la pipela a la superficie celular. 2) Formación del gigasello. 3) Rotura
controlada de la mentrana celular y acceso al interior celular.
Para activar los receptores y cambiar las soluciones extracelulares, se utilizó un
sistema de perfusión rápida constmído expresamente en el laboratorio. El sistema de
perfUsión se compuso con ocho tubos de vidrio alineados (capilares de 10 pl, 41 pm X 278
pm 0 externo, modelo P-1924. SIGMA USA) pegados entre sí con una resma epoxi. Cada
uno de ellos, mediante un tubo de polietileno (P-60 Clay Adams USA) se conectó a un
depósito situado a una determinada altura sobre la preparación. El desplazamiento lateral de
los tubos del sistema de perfUsión se realizó mediante un motor que estuvo controlado
manualmente o por un ordenador personal. La velocidad de intercambio de la solución se
midió como la variación del potencial de punta de una micropipeta cuando se pasó de una
solución extracelular de NaCí 160 mM a otra diluida 10 veces (ver figura 2).
El sistema de perfusión se situé aproximadamente a 200-300 pm del soma celular,
garantizándose una perfusión rápida y homogénea de toda la superficie celular
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m
1=1.4 ms
-m
7~ =1.6 ms
4ms
Figura 2. Esquema del sistema <le perfusión. A y B) El movimiento de los tubos determina el tipo de la
solución extracelular que rodea la célula. El movimiento se efectúa manualmente o mediante un
ordenador. C) La velocidad de intercambio medida como el cambio del potencial dc punta al sustituir
una solución control (160 niN4 de sodio) por otra diluida diez veces. La variación de la corriente siguió
sendas exponencialescon constantes de tiempo (u) de aproximadamente 1 ms.
Para evitar la acumulación de las soluciones perfUndidas, el baño se lavó
continuamente manteniéndose constante el volumen en la placa de registro.
A
A7
1:18e
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Las respuestas obtenidas se filtraron a 1 KHz y se adquirieron en un ordenador
persona] con una frecuencia de muestreo de 1.2-2.5 KHz usando el programa Clampex
(pClamp 5.0.2 Axon Instruments). Los registros se analizaron con el programa Clampfit
(pClamp 5.0.2 y 6.0 Axon Instruments). La representación de los datos y los estudios
estadísticos se realizaron mediante el programa SigmaPlot versiones 5.0 y 6.0 (Jandel). Todos
los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (20-250C). Los resultados se
expresaron como la media de los valores ±el error standard, indicándose el número de células
utilizado en cada caso.
2.1.- SOLUCIONES DE REGISTRO
2.1.1.- SOLUCIONES EXTRACELULARES
Para caracterizar la selectividad iónica del canal activado por ácido glutámico, así
como su sensibilidad ante el bloqueo por parte de diversos iones y moléculas orgánicas, se
analizaron las corrientes macroscópicas producidas por la activación de los receptores en
varias soluciones extracelulares de distinta composición. La solución externa usada como
control fue (en mM): 165 NaCí, 2.5 KCI, 1.8 CaCI
2, 2 MgCI2, 10 glucosa, 10 HEPES,
ajustándose el pH con NaOH. En los experimentos donde se valoró la permeabilidad a otros
iones, el Na fue sustituido totamente por Cs
4 o por Ca2~. En esta última solución para
mantener la osmolaridad constante el Na4 restante fue sustituido por N-metil-D-glucamina
(NMDG).
El pH y la osmolaridad en todas as souciones se ajustaron a 7.4 y 330 mOsm,
respectivamente. La medida de la presión osmótica se realizó con un osmómetro de presión
de vapor (Wescor 5500). Antes de su uso todas las soluciones externas se filtraron a través de
un filtro de 0.22 pm (Millipore). En los experimentos donde se utilizaron sustancias disueltas
en solventes orgánicos (por ej. DM50), la concentración final del producto siempre fue
menor del 0.1%.
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2.1.2.- SOLUCIONES INTRACELULARES
La composición iónica de la solución que se usó para rellenar las pipetas de registro
consistió (en mM): 140 Cs(CH3503), 0.5 CaCI2, 5 CsCI, 5 MgCI2, 10 EGTA, 10 HIEPES, el
pH se ajustó con CsOH. El Cs(CH3503) fue sustituido por Na(MeSO3) cuando se valoró la
permeabilidad a otros iones y por KCI en los experimentos donde se registraron las corrientes
de K~ voltaje dependientes.
El pH y la osmolaridad en todas las soluciones intracelulares se ajustaron a 7.3 y 315
mOsm, respectivamente. Las soluciones se filtraron con un filtro de 0.22 pm (Millipore) antes
de llenar la pipeta de registro.
3.- ENSAYOS DE EXCITOTOXICIDAD CELULAR
Los ensayos se realizaron en condiciones de esterilidad. Las células se mantuvieron en
un incubador de cultivo a 37
0C y 5% de CO
2.
Se añadieron concentraciones fijas de las posibles sustancias excitotóxicas con
distintos tiempos de exposición. La exposición terminó con la eliminación de la sustancia
problema y la adición de medio de cultivo. Los pocillos control sufrieron las mismas
manipulaciones que los tratados. Cada tratamiento se realizó simultáneamente en tres o
cuatro pocillos dentro de la misma placa. La valoración se hizo analizando 4 campos/por
pocillo, normalmente a las 24 h de retirar la sustancia problema.
Todos los ensayos de excitotoxicidad en neuronas se realizaron en cultivos de
neuronas hipocámpicas de tres o cuatro días. En cultivos primarios de neuronas y astrocitos,
el tiempo de exposición fUe de 3 h y la valoración se realizó 24 h después de retirar la
sustancia problema.
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3.1.- VALORACIÓN DE LA MORTALIDAD CELULAR
Los métodos de valoración que a continuación se describen se realizaron utilizando
los protocolos descritos por McGahon y cols (1995), con ligeras modificaciones.
3. 1.1.- EXCLUSIÓN DE AZUL TRiPANO
El azul tripano es un agente impermeable a la membrana celular intacta, de tal manera
que las células que están vivas no incorporan este colorante.
Para valorar la mortalidad celular se retiró el medio de cultivo y se añadió un volumen
igual de solución azul trípano (0.1% p/v) en PBS, durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Se contaron de tres a cinco campos y un mínimo de 100 células por campo en cada pocillo.
Las células azules se contabilizaron como células muertas. La mortalidad celular se calculó en
porcentaje para cada campo por separado y se obtuvo el promedio.
3. 1.2.- IODURO DE PROPIDIO Y ACETATO DE FLUORESCEINA
La viabilidad se valoró también con ioduro de propidio y acetato de fluoresceina tras
la incubación con ambos fluorescentes, Las células vivas metabolizan el acetato de
fluoresceina (Fda) y emiten fluorescencia verde, mientras que el ioduro de propidio (PI) se
intercala en los ácidos nucleicos y emite fluorescencia roja, proceso únicamente posible
cuando las células pierden la integridad de la membrana. Unicaínente las células que emitieron
fluorescencia roja se consideraron como células muertas.
Una vez aspirado la mitad del medio de cada uno de los pocillos de la placa, las
células se incubaron durante tres minutos en oscuridad y a temperatura ambiente con 500 ~il
de una solución compuesta por Fda (0.192 mg) y PI (0.6 mg) en 10 ml de PBS. Las muestras
se contabilizaron inmediatamente después de realizar la tinción, dado que la unión del PI al
DNA es reversible. El porcentaje de mortalidad celular se calculó como en el punto anterior.
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3. 1.3.- HOECHST 33342
Igualmente se ensayó la viabilidad celular con el Hoechst 33342, un derivado del
benzimidazol, que emite una fluorescencia azul cuando es excitado por luz ultravioleta. Este
compuesto no es un intercalante de DNA, pero se une a] DNA específicamente
preferentemente a regiones ricas en bases adenina-timidina (A-T), marcando fuertemente los
núcleos celulares de las células alteradas.
Una vez retirado el medio de cultivo, la placa se incubó durante 15 minutos en
oscuridad y a temperatura ambiente con una solución Hoechst 33342 en PBS con una
concentración final de 1 mg/ml. Tras retirar la solución y añadir PBS se valoró la muerte
celular en función de la morfología celular y nuclear, y la intensidad de la fluorescencia. Las
células viables mostraron una morfología normal y una fluorescencia azul baja y homogénea,
mientras que las células muertas exhibían una morfología alterada y una fluorescencia azul
intensa. De esta manera, los núcleos picnótícos y apoptóticos fueron facilmente identificables.
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De las líneas estudiadas, la línea R 110 fue la única que presentó respuestas
electrofisiológicas tras la aplicación de glutamato y kainato. La línea celular de origen neural
NCB-20, y las líneas celulares de origen gua] U-138 y U-373, fueron insensibles a la perfusión
de glutamato (1 mlvi) (datos no ilustrados), AMPA (500 pM) y kainato (300 1ilvI), agonistas
de los diversos receptores glutamatérgicos (figura 3). Sin embargo, la línea NCB-20 fue
sensible a la aplicación de serotonina (5-HT 3 ~iM)(ver figura 3).
La línea R 110 es un glioblastoma multiforme primitivo de origen oligodendrocitico,
como indica su inmunopositividad para proteína básica de mielina (MBP) y vimentina
(Matute y cols, 1992). En un primer estadio la línea R 110 se creció en MEM suplementado y
se mantuvo mediante pases por ratón desnudo. Posteriormente, esta línea se creció iii vi/ro en
medio de cultivo más enriquecido y fue almacenada en alícuotas congeladas a -70
0C (ver
materiales y métodos 1 .2).
Tras 30 pases, la línea presentó las mismas características. La morfología celular se
conservó a pesar de las manipulaciones, encontrando el mismo porcentaje de células
poligonales y fusiformes (un 20-30% y un 70-80%, respectivamente) que el descrito
previamente por Matute y colaboradores (1992). La viabilidad celular fue superior al 87%
tanto en células recién descongeladas como en pases sucesivos. Un 59% de estas células no
presentaron respuestas ante la aplicación de kainato y glutamato, mientras que el 41%
restante mostró respuestas de diferente amplitud comprendidas entre 10 y 100 pA (ver tabla
1).
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Figura 3. Efecto de diversos agniustas de receptores glutamatérgicos en líneas celulares dc origen
nernoso. La ¡inca R lío fue la única ca la que sc obsen’ó activación de corrientes de membrana tras la
aplicación de agonistas glutamatérgicos (AMPA 500 pM. KA 300 ¡dvi y Glu 1 mlvl} La línea NCB-20
presentó respuestas ante la aplicación de serotonina (5-HT 3 ¡dvi). Todos los registros se realizaron a un
potencial de membrana dc -70 mV.
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SUECLONAJIE DE LA LINEAR 110
Con el fin de incrementar el porcentaje de células con respuesta, se realizó un
subclonaje por dilución infinita. Para ello y siguiendo los pasos descritos en materiales y
métodos 1.3, se aislaron 18 clones, de los que se estudiaron 9 tras su crecimiento. La
morfología celular de éstos fue semejante a los parentales, predominando las células de tipo
fusiforme sobre las planas poligonales. Curiosamente, ninguno de los clones obtenidos
presentó una única morfología celular, aunque procedieran de pocillos donde sólamente se
detectó una colonia.
En los clones obtenidos se determinó electrofisiológicamente la presencia de
respuestas a kainato, cuantificándose en 486 células el porcentaje de células con respuesta y la
amplitud de las mismas, tanto en los parentales como en los clones obtenidos (tabla 1).
185 Parental 59.5 23.2 8.6 4.4 2.7 1.6
10 RO 100
7 B4 71.4 28.6
10 D5 70 30
9 G5 66.7 33.3
10 D8 20 70 10
34 Ps 14.7 58.9 20.6 5.9
42 D4 40.5 26.1 14.3 14.3 4.8
64 E7 31.2 17.2 18.8 20.3 7.8 4.6
115 F8 16.5 14.8 14.8 36.5 13 4.4
Tabla 1. Sulícloííaje de la lítica R 114>. Porcentaje de células comprendidas en cada rango de amplitud de
respuesta a un pulso de kainato 300 mM lías el subclonaje dc la línea R 1 10: n indica el número de células
registradas en cada caso.
En varios clones (D4, E7, PS y PS) se encontró mayor porcentaje de células con
respuesta que en los parentales (40.5% de células con respuesta y 8.7% con respuestas
mayores de 50 pA). Uno de ellos (F8) presentó un 83.5% de células con respuesta y un
=1O~2&. ifl-4Ú .4L.Ú.... 6140... ...SkiOO
u SU¿BCLON pA p=~. pA pA pA
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53.9% con amplitudes mayores de 50 pA. Sin embargo, en otro (EIO) no se identificaron
células con respuesta (ver tabla 1).
Tras esta primera valoración se decidió realizar el resto de los ensayos funcionales
utilizando preferentemente los clones E7 y F8.
PROPIEDADES DE LOS RECEPTORES DE KAINATO EN LA LINEAR 110
Los receptores de kainato se desensibilizan rápidamente. El proceso de
desensibilización de las respuestas sigue un proceso monoexponencial que puede verse
limitado por las condiciones de registro. Las células de la línea R ¡10 presentaron una
morfología celular plana que dificultaba una vez establecida la configuración de célula
completa, la difusión de las sustancias problemas cuando la célula estaba pegada y/o acoplada
a otra en la placa de registro. En la figura 4 se muestra cómo las condiciones de perfusión y
de fijación de voltaje mejoraron cuando la célula se despegó de la placa de registro (ver figura
4). En estas condiciones, se observó en todos los casos una constante de desensibilización
más rápida al ajustar una exponencial al proceso de desensibilización de las respuestas (ver
figura 4). Así mismo, se observó un aumento en la amplitud de las respuestas cuando la célula
se encontraba aislada, que podría justiticarse por la activación rápida de un mayor número de
receptores. Cuando la célula se encontraba junto a otras células, se observó una disminución
en la amplitud al despegaría, que podría reflejar la respuesta individual de esta célula frente a
una “respuesta grupal”. Ello sugiere que estas células podrían estar acopladas eléctricamente,
como se ha descrito en astrocitos y oligodendrocitos adultos (Nedergaard, 1994; Ransom y
Kettermann, 1990) (ver figura 4).
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Figura 4. La cinética y la amplitud de las corrientes activadas por glutamato (5 mM) en células de
la línea R 110 varían tras ser despegadas de la placa de cultivo. A) Célula aislada. B) Célula situada
en un agregado de 4 células. La amplitud de la respuesta siempre aumentó cuando se despegó una célula
aislada de la placa de cultivo, mientras que disminuyó cuando ésta procedía de un agregado de células.
Obsérvese cómo el proceso de desensibilización, que sigue un curso exponencial (línea gruesa) aumenta
su velocidad tras despegar la célula de la placa (D). Las respuestas se obtuvieron a un potencial de
membrana de -70 mV.
En las células R 110 la aplicación de glutamato activó de forma dosis dependiente una
corriente entrante inactivante. Kainato (KA) y quiscualato (QUIS) produjeron respuestas
semejantes.
Otros agonistas glutamatérgicos como el ácido N-metil-D-aspartato (NMDA, 200
en presencia de Gly 20 pM; n = 11) y el ácido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-
propionato (S-AMiPA, 1 mM; n 8), no produjeron ningún tipo de respuesta. Tampoco se
encontraron respuestas en presencia de otros neurotransmisores como el ácido gamma-
amino-butírico (GABA, 1 mM; n = 11), la acetil-colina (ACh, 100 gM; n = 7) y la glicina
(Gly, 1 mM; n = 11) (ver figura 5).
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F¡gura 5. Efecto de diversos agonistas de receptores para neurotransniisores sobre la corriente de
membrana en la línea R 110. Los agonistas del receptor de kainato (KA, GLU. QUIS y Do), fueron capaces
dc activar consistentemente conientes de membrana. AMPA y NMDA (con gly 20 ¡dvi y sin Mgfl no
generaron ningún tipo de respuesta. Tampoco se observaron respuestas a agonistas de otros receptores. Los
experimentos, a excepción de GABA (0 mV). se realizaron a un potencial de membrana dc -70 mV.
Estas respuestas han sido adscritas a la presencia de receptores de kainato. La
aplicación de glutamato, kainato y quiscualato, produjo una corriente rápida completamente
¡nactivante. La desensibilización siguió un curso temporal monoexponencial presentando una
constante de tiempo (‘u) de 16±1.2 ms, 15.2±2.5ms y 93 ±10 ms, para GLU 5 mM, KA 1
mM y QUIS 300 pM, respectivamente (n 5) (ver figura 6). Domoato (Do 100 mlv!>,
análogo estructural de kainato, activó los receptores de kainato de estas células generando
una respuesta más lenta e incompletamente inactivada. Dicha inactivación siguió un curso
temporal monoexponencial (‘u) de 263.4 ±27ms (n = 5). La existencia de corriente medible
en condiciones de estado estacionario pennitió determinar la velocidad de deactivación de
estos receptores. Tras la retirada del agonista, la corriente decayó siguiendo un curso
temporal monoexponencial con una constante de tiempo (‘u) de 716.1 ±42.6 ms (n 5)
(figura 6).
is
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Figura 6. Los receptores de kainato de la ¡inca R 110 mostraron respuestas con diferente cinética dc
inactivación e,’ fuííción del agoiíista utilizado. La aplicación de glulaniato y kainato activó respuestas rápidas
que se inactivaron rápidamerne. Este proceso de desensibilización pudo ajustarse a una exponencial de
aproximadamente 16 ms (liiiea gn¡esa). Doníoato generó respuestas con inactivación incompleta, que siguió un
curso temporal monoexponencial (u) de 264 ms. Tras la retirada del agonista. la desactivación de la corriente
fue lenta y siguió un único proceso exponencial.
Respuestas similares a éstas, se han descrito en sistema nervioso periférico en
neuronas del ganglio de la raíz dorsal (Huettner, 1990) y más recientemente en neuronas de
hipocampo (Lerma y cols, 1993), neuronas ganglionares del trigémino (Sahara y cols, 1997),
astrocitos y precursores gliales (Patneau y cols, 1994).
Para comprobar que los distintos agonistas actuaron sobre el mismo receptor, se
realizaron experimentos de desensibilización cmzada. Para ello, se aplicó un pulso de kainato
(300 pM), permitiéndose la desensibilización de la población de receptores. A continuación se
aplicó un segundo pulso de glutamato (500 pM) o domoato (100 p.M) (ver figura 7).
Durante el período entre pulsos (750 ms) la célula se encontró perfundida por la solución
control. Si ambos agonistas actuan sobre el mismo receptor, la respuesta del segundo se
debería ver disminuida en amplitud respecto a su respuesta control. La respuesta control para
el segundo agonista se realizó con el mismo protocolo, pero sin aplicar el pulso previo de
kainato. Como se muestra en la figura 7, la desensibilización de la respuesta por kainato
previno casi totalmente la generación de corrientes en respuesta a la perfusión de glutamato o
x 17.2ms
= 268 ms
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domoato, confirmándose que los tres agonistas son capaces de activar la misma población de
receptores.
A B
GLUTAMATO DOMOATO
KAINATO GLUTAMATO K.AINATO DOMOATO
20
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F¡gura 7. Los tres agonistas activan la misma í>ohlación de receptores <le kainato. En la parte superior se
encuentran las respuestas a glulamato y domoato. En la parte inferior se observa la pérdida de amplitud de tales
respuestas por la aplicación previa dc kainato. En A) desensibilización cnizada kainato 300 ~iM- glulamato
500 ¡dvi. En E) desensibilización cmzada kainato 300 pM domoato 100 pM.
Con el fin de determinar la afinidad aparente de cada agonista se calcularon las curvas
dosis-respuesta para glutamato y kainato. Para ello, a un mismo potencial de membrana (-70
mV) se aplicaron ambos aoonistas en varias concentraciones. Tanto glutamato como kainato
activaron al receptor de forma dosis dependiente, alcanzando un nivel máximo de respuesta a
una concentración próxima a 3 mM y 1 mM para glutamato y kainato, respectivamente. Los
datos experimentales se normalizaron y se ajustaron a la ecuación de Hill, calculándose las
concentraciones a las cuales la activación de los receptores fue del 50% (EC50). Glutamato
presentó un EC50 de 335 ±21.8 pM, mientras que kainato presentó una afinidad
aparentemente mayor, con un EC50 de 15 ±2.7 ktM (ver figura 8). Estos valores son
semejantes a los obtenidos en neuronas de hipocampo en cultivo (Lerma y cols, 1993) y
34.
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neuronas del ganglio de la raíz dorsal (Huettner, 1990>, que presentan receptores selectivos
para kainato.
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Figura 8. Los receptores glutamatérgicos de la línea R 110 presentan alta afinidad í¡or kainato pero no
por glutamato. Curva dosis respuesta para ambos agonistas. Los punios represenian la media ± error
estandard de los valores obtenidos de 8 - 12 células. La línea sólida corresponde al ajuste a la ecuación R =
K~,/ (1 - (EC50/ Ago)) dc los datos experimentales. “K~~” es la respuesta máxima. “EC~” la concentración
que activó el 50% de los receptores. Ago’ la concentración de agonista y n el coeficiente de Hill. Este fuede 1
y 0.8 para glutamato y kainato respectivamente.
Con el fin de determinar si kainato y glutamato presentaron igual eficiencia para
activar los receptores de kainato, en 15 células se aplicaron concentraciones saturantes de
glutamato (Glu 3 mM) y kainato (KA 1 mM) (ver figura 8), comparándose la amplitud de las
respectivas respuestas. La corriente máxima activada fUe igual para glutamato (100%) que
para kainato (99.46±1.7%) (ver figura 9).
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Figura 9. Glutamato y kainato activaron los receptores de kainato con similar eficacia. La amplitud total
de las respuestas, fríe similar a concentraciones sanímnies de glutamato y kainato (5 mM y 1 mM,
respectivamente). Los experimentos se realizaron a un potencial de membrana de -70 mV.
Como se describió anteriormente, la velocidad de entrada en el estado desensibilizado
de los receptores de kainato es rápida. Para determinar la velocidad de recuperación del
receptor desde el estado desensibilizado, se aplicaron pares de pulsos con distintos intervalos
de tiempo. Estos experimentos pusieron de manifiesto que la velocidad de recuperación del
receptor desde el estado desensibilizado depende del agonista utilizado. Así, cuando se
empleó glutamato como agonista, fue necesario separar las aplicaciones aproximadamente
unos 10 segundos para obtener la recuperación completa de la respuesta. Este tiempo fbe
mayor (unos 40 s) al perfiindir kainato (ver figura 10). Ambos procesos de recuperación
siguieron una cinética monoexponencial, que presentó constantes de tiempo (t~~) de 3.6 s y
13.7 s para glutamato y kainato, respectivamente.
Estos datos ponen de manifiesto que el tiempo de recuperación de los receptores de
kainato es considerablemente mayor que el descrito para los receptores de AlvIPA o NIIvIDA.
Por ello, en todos los experimentos, los pulsos de agonista se espaciaron al menos 30 s
cuando se utilizó glutamato como agonista y 60 s al aplicar kainato para garantizar la
recuperación de todos los receptores.
KA GLU
-36-
RESULTADOS
B
Ka¡nato ______
5s 30s 60s
40O~j
0 20 40 60
INTERVALO (s>
80
Figura 10. La veloc¡dad <le recuperación del estado desensil¡ilizado de los receptores de kainato es muy
baa y depende del agonista. Pares de pulsos de agonista pusieron de manifiesto que la recuperación de la
desensibilización seguió un proceso monoexponencial (C), que cursé más rápidamente cuando el receptor se
activó con el agonista endógeno glutamato (A) que cuando se hizo con kainato (E). Los experimentos se
realizaron a un potencial de membrana de -70 mV. La concentración de glutamato y kainato utilizada fue 1
mM y 300 ¡dvi, rcspcctivamcnte.
La velocidad de activación de los receptores de kainato fue dosis dependiente. En la
figura 1 lB se puede observar que el tiempo al pico de la respuesta obtenida con glutamato 3
mM es menor que el observado cuando la concentración de glutamato utilizada fue menor.
Sin embargo, dicha activación fue voltaje independiente, al no variarse la latencia de las
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respuestas con el cambio de potencial de membrana (ver figura 1 lA). La velocidad de
¡nactivación también resultó ser dosis dependiente y voltaje independiente, observándose un
aumento en la constante de tiempo del proceso desensibilizante (‘u), al disminuir la
concentración de agonista (ver figura 1 IB), y no verse modificadas dichas constantes (t) por
el potencial de membrana (ver figura II A).
A
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F¡gura 11. La activación y la inactivación del receptor de ka¡íiato fue dosis dependiente y voltaje
¡ndependiente, Activación del receptor dc kaiíiato a dos potenciales de membrana (A) y con dos
concentraciones diferentes de agonista (B). A la dcha. normalización de las respuestas con respecto al pico de
la rcspuesta. En A) voltaje independencia (en el ejemplo td = 15 ms). En B) dosis dependencia (en el ejemplo
td= 23 ms y td= 52.7 ms para GLU 300 ~iMy CLII 3 mM respectivamente).
Para calcular la relación corriente-voltaje (J/V) de los receptores de kainato, el
potencial de membrana se varió entre -100 y 100 mV en intervalos de 10 mV, desde un
potencial de reposo de -70 mV. Una vez establecido cada potencial de membrana, se
activaron los receptores mediante pulsos de agonista. En estas condiciones, se observó una
relación corriente-voltaje (1/V) con una marcada rectificación entrante. De 40 células
-30 mv
GLUTAMATO
20 ms
3 mM
20 msGLU 300 ¡iM
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estudiadas, 35 (87.5%) mostraron curvas 1/V donde no se observó corriente saliente a
potenciales de membrana depolarizados (>50 mV), cuando Na* fue el catión mayoritario en la
solución externa y Cs o Na~ lo fueron en la interna (ver figura 12). En 5 células (12.5%), se
observó doble rectificación en esas mismas condiciones, siendo la magnitud de la corriente
saliente menor. El potencial de reversión (Vrev) de las corrientes evocadas por kainato o
glutamato no pudo calcularse por no existir respuestas netas medibles entre O y 50 mV (ver
figura 12) debido a la fuerte rectificación descrita.
GLUTAMATO
+100 mV
+70 mV +70 mV GLUTAMATO
-50 mV
(1)
(%)
40 —
20 —
-80 —
-40 —
-60 -
-so —
-100 —
mV
40 80
Figura 12. Los receptores de kainato mostraron una relación 1/V rectificadora de entrada. Un 87.5% de
las células no presentaron respuesta mensurable a potenciales positivos. Sin embargo, el 12.5% restante
mostraron doble rectificación. En la zona superior ejemplos de estos dos tipos de respuestas, en la zona inferior
normalización dc la corriente evocada a diferentes potenciales de membrana.
1-50 mV
-70 mv
-100 mV
+50 mV
-30 mv
-70 mV
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KAINATO
Estudios en receptores recombinantes han puesto de manifiesto que la rectificación de
entrada de los receptores de AMPA y de kainato está asociada a una alta permeabilidad a
iones de calcio. Dado que la mayoría de las celulas registradas presentaron este tipo de
rectificación, se estudió la permeabilidad a calcio con el fin de determinar si estos receptores
podrían constituir una via significativa de ingreso de calcio al interior celular. La respuesta
disminuyó considerablemente cuando calcio fue el único ión portador de carga en la solución
extracelular (figura 13). Así, el aumento de la concentración de calcio (=10 mM) o la
eliminación del ión sodio y del ión calcio de la solución extracelular provocó la abolición de la
respuesta (ver figura 14). Sin embargo, cuando la concentración de calcio en la solución
extracelular fue de 5 mM en ausencia de sodio, la respuesta a un potencial de membrana de -
70 mV, fUe el 9.5 ±0.7%(n = 7> de la respuesta en la solución control (ver figura 13). Dada
la existencia de rectificación de entrada y la pequeña amplitud de las respuestas en nuestras
condiciones de registro, tampoco se pudo calcular el potencial de reversión de la corriente, y
por tanto estimarse la razón de permeabilidades Ca2~/Cs~.
KAINATO lo
200 20mSIPA
DOMOATO [tla ~] DOMOATO [ca 2+j
Figura 13. El receptor de kainato íreseílta cierta permeabilidad a calcio. La amplitud de las respuestas
mediadas por el receptor de kainato al perfundir kainato 300 pM o domoato 100 [dvia un potencial de
membrana de -70 mV fríe diferente según la solución extracelular utilizada. La relación entre las respuestas
obtenidas en una solución de calcio (calcio 5 mM sin sodio) y una solución de sodio fue del 9.5 ±0.7%.
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En presencia de otros cationes, como el ión cesio, no se observó respuesta a kainato
cuando éste fue el único ión permeable. La presencia de cesio en la solución extracelular
produjo un bloqueo total de la respuesta, independientemente de la solución intracelular
utilizada (cesio metanosulfonato o sodio metanosulfonato) (ver figura 14>. Sin embargo, la
presencia de Nat en la solución extracelular, permitió que Cs~ permeara a través del canal,
incluso en sentido saliente cuando desaparece la rectificación (ver figura 12). Estos datos
pueden explicarse por la existencia de un posible lugar alostérico específico para los
receptores de kainato, con el que el ión Na interaccionaría permitiendo la apertura del canal.
En este sentido, experimentos realizados en nuestro laboratorio en células de hipocampo en
cultivo ponen de manifiesto que la ausencia de Na* extracelular produce una pérdida de
función en los receptores de kainato.
Cs~1/ Na~0 Cs~1/Cs~0 Na~1/Na~0 Na~, 1 Ca2~
Glutamato 5 mM Kainato 300 pM
+30 mV- .~%j$~a4 ~ . . ~
-70mV~
¡ 20
Figura 14. Permeabilidad lollica (le los receptores <le kainato en la lí,ica R II u. Glutamato o kainato
activaron canales en presencia de Ni, pero no fueron capaces de generar respuestas ni en presencia de Cs*,
cuando este fue el único jón penneable. por bloquear totalmente la respuesta. Altas concentraciones de Ca24 en
ausencia de sodio en la solución extracelular, tampoco generaron ningún tipo de respuesta.
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SUIBIJNIDADES DEL RECEPTOR DE KAINATO EN LA LINEAR 110
En colaboración con el Dr. Diego Ruano se determinaron las subunidades del
receptor de kainato expresadas por la línea R 110.
El mRNA de una población de células de la línea R 110, se retrotranseribió al
correspondiente cDNA. Usando cebadores específicos para cada subunidad y mediante la
técnica de PCR múltiple (mPCR) se amplificaron fragmentos del cDNA con el fin de
determinar las subunidades presentes según se describe en Ruano y cols. (1995). El mismo
procedimiento se aplicó en muestras de RNA aislado de cerebro de rata.
Como pone de manifiesto la figura ISA, la línea R 110 no expresó las subunidades
correspondientes al receptor de AIvIPA, GIuRI-4. La lineaR 110 mostró una única banda (de
unos 259 pb), que se correspondió con la migración del cDNA para la subunidad GLUR6
(ver figura 1 5B).
La ausencia de expresión de las subunidades GIuRI-4 (receptores tipo AMPA>, que sí
aparecen (banda 750 pb) en la columna control de cDNA de cerebro de rata (ver figura 1 SA),
concuerda con los resultados electrofisiológicos, donde no se apreciaron respuestas a AIVIPA
(ver figura 5). Estos resultados indican que la línea R 110 expresa receptores de kainato,
compuestos exclusivamente por subunidades GLUR6.
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Figura 15. Determinación de las subunidades del receptor de glutamato expresadas por la línea celular R
110. Las distintas subunidades de los receptores glutamatérgicos se amplificaron por la reacción de la
polinierasa en cadena (RT-PCR) usandopares de cebadores específicos (ver Ruano y cols, 1995). Como control
se utilizó cerebro total de rata. En la linea R líO, no se detectó expresión de las subunidades correspondientes
al receptor de AMPA. GluRl4 Sin embargo. presentó una única banda de unos 259 pb. que se correspondia
con el tamaño previsto del cDNA para la subunidad GIuRó. El marcador de pesos moleculares utilizado fue el
0X 174, I-lae 111.
En ensayos subsiguientes se ratificó el resultado anterior, obteniendo una única banda
de expresión a la altura de 259 pb, tanto en los parentales como en los clones ensayados
obtenidos por dilución limite de los parentales. El clon FíO, donde no se había detectado
respuestas a kainato electrofisiológicamente, también expresaba la subunidad GLURó (ver
figura 16).
Aunque la amplificación con PCR no es un método cuantitativo, cuando las
condiciones (cantidad de DNA de partida, n0 de ciclos, carga en el gel, etc...) se mantienen
constantes, se puede estimar el grado de expresión por la intensidad de la banda generada. La
mayor expresión de la subunidad GIuR6 se observó en el clon F8 (ver figura 16), uno de los
presentó mayor amplitud en las respuestas electrofisiológicas (ver tabla 1).
A
750
(GIuRI -4) — 512 (KA)t 421 (GIuR7)259 (GIuR6)
208 (GIuRS)
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Figura 16. Expresión de subunidades de kainato en los stíbclones de la línea R 110. En la figura se
representa el resultado de la amplificación por RT-PCR para la sííbunidad GIuRó en cinco de los clones
aislados (gel superior) así como los lústogramas de frecuencia de las amplitudes de las respuestas a kainato en
tres de ellos, El marcador de pesos moleculares utilizado fue el 0X 174, Hae III.
Como se describió en la introducción, para la subunidad GLURÓ existen tres lugares
controlados por mecanismos de edición del RNA. Uno en el sitio Q/R del dominio
cismembrana II (M2> y otros dos sitios adicionales 1/V e Y/C en el dominio transmembrana 1
603
310
234
u,
<u
80
ca
0
0
E
20
Parental FS(n=l 85) (n=34)
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(n~1lS)
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(Mi) de la subunidad GLUR6 (para revision ver: Bettler y Mulle, 1995). Como los
receptores formados por subunidades editadas GIuR6(R) presentan relaciones 1/V lineales
(Kóhler y cols, 1993) y los datos electrofisiológicos revelaron una marcada rectificación
entrante, se pudo postular la presencia de receptores formados por subunidades GIuR6 no
editadas GIuR6(Q) en las células de la línea R 110. Para comprobarlo, se determinó el grado
de edición del sitio Q/R del dominio M2. Para ello, labanda de cDNA obtenida por RT-PCR
se digirió con el enzima de restricción Aci 1. El cambio de & a 1 en el RNA genera un sitio de
restricción para esta endonueleasa, produciéndose en la forma editada (GIuR6(R)) dos bandas
de 197 y 62 pb tras la incubación con este enzima. En la forma no editada (GIuR6(Q)), la
banda original de 259 pb se mantiene, puesto que el sitio de restricción no existe. Los ensayos
demostraron que las subunidades GIuR6 presentes tanto en los parentales como en los clones
de la línea R 110, se encontraron exclusivamente en su forma no editada (ver figura 17).
La presencia de formas editadas y no editadas en los sitios 1/V e Y/C localizadas en el
dominio Ml de la subunidad GluR6 frieron obtenidas por Southern blot según el protocolo
descrito por Ruano y cols (1995>. La proporción de formas editadas (V/C) y no editadas
(1/Y) encontradas fue similar (datos no ilustrados>. Estos resultados sugieren que al igual que
en neuronas, las formas editadas y no editadas pueden coexistir en la misma célula (Ruano y
cols, 1995).
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Figura 17. La subunidad GIuR6 en la línea R ¡lib se encuentra exclusivamente en su finna no editada.
El fragmento de DNA de la subunidad GIuR6 de la línea R 110 es resistente al enzima de restricción Aei 1.
apreciándose una única banda de unos 259 pb. Cuando el mismo ensayo se realiza con una mezcla de cDNAs
para <3luRG con un 50% de edición, la incubación con el enzima provoca dos bandas de 196 y 62 pb (flechas).
El marcador de pesos moleculares utilizado fue el 0X 174 Hae III.
Por tanto, se puede concluir que la línea R 110 expresa receptores de kainato
específicos formados exclusivamente por la subunidad GIuR6(Q). El segmento Ml presenta
todas las variables posibles de edición. Los datos moleculares se correlacionan perfectamente
con las características funcionales observadas para los receptores de kainato en esta línea
celular.
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310
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PROPIEDADES FARMACOLÓGICAS DEL RECEPTOR DE KAINATO
El receptor de AMPA posee un lugar de regulación alostérica, que es reconocido por
ciclotiazida (CTZ), benzotiadiacina estructuralmente relacionada con los diazóxidos. Este
compuesto produce potenciación de la respuesta estacionaria de los receptores tipo AMPA
inducida tanto por AMPA como por kainato (Patneau y cols, 1993).
Con el fin de comprobar si en el receptor de kainato expresado por las células R 110
existía un lugar de regulación alostérica semejante, se estudió la capacidad de modulación de
estas respuestas por CTZ. Para ello, se aplicó kainato (300 pM) en presencia de dos
concentraciones de ciclotiazida (10 pM y 100 ~tM>.En seis células estudiadas la aplicación de
CTZ ni potenció la respuesta ni redujo el grado de desensibilización del receptor. La amplitud
de las respuestas tras la aplicación de kainato fue semejante a la obtenida al perfiundir kainato
y CTZ, independientemente de la concentración de CTZ utilizada (98.7% ±4.2 y 98.75% ±
5.1 de la amplitud de la respuesta control para KA + CTZ 10 p.tM y KA + CTZ 100 i.ilvI,
respectivamente) (ver figura 18>.
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Figura 18. Ciclotiazida, modulador alostérico de los receptores de AJNIFA, no actúa sobre los receptores
de kaínato l)resentes en la línea Rilo. La aplicación conjunta de CTZykainato no produjo ningún efecto en
los receptores de kainato. Concentraciones saturantes de CTZ para el receptor de AMPA. ni potenciaron la
respuesta ni redujeron el grado de desensibilización de los receptores de kainato.
Es conocido que las subunidades KA] y KM cuando forman parte del receptor de
kainato al expresarse con GIuR6, otorgan al receptor sensibilidad a AMPA con muy baja
afinidad. Aunque en los estudios de PCR, no se observó la expresión de estas subunidades, se
estudió el efecto de AMPA sobre las respuestas de kainato.
En la línea R 110, AMPA no fUe capaz de generar ningún tipo de respuesta (ver
figura 5>. Mediante experimentos de desensibilización cruzada con 5-AMPA 1 mM y KA 300
1.iM, tampoco se evidenció que AMIPA indujera desensibilización del receptor de kainato
(datos no ilustrados). Sin embargo, la coaplicación de AMPA y KA produjo una pequeña
reducción en la amplitud del pico de la respuesta respecto a la perfusión de kainato en
ausencia de AMPA (14.4% ±3.6;n 4). La adición de ciclotiazida (10 ~tM)no modificó el
400 ras! ~,
-48-
RESULTADOS
porcentaje de reducción obtenido (13.3% ±4.5; n = 3) (ver figura 19), pudiéndose concluir
que AMPA puede actuar como antagonista poco potente del receptor de kainato.
KAINATO
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Figura 19. S-A3IIPA actúa como antagonista poco potente de los receptores de kainato en la línea R 110.
La coaplicación de AIvIPA (200 pM) y kainato (300 pM) produjo una pequeña reducción del pico de kainato.
La adición de CTZ (10 ulví) no modificó los resultados.
Las respuestas evocadas por kainato 300 uM frieron bloqueadas de manera reversible
por CNQX, antagonista competitivo de los receptores de AMPA, presentando una 1C50 de
38.5 ±6.3 ~tM (ver figura 20). Este valor es considerablemente mayor que el calculado para
este tipo de receptores en neuronas de hipocampo (1C50 = 6.1 ¡.tM> (Patemain y cols, 1996), y
revela una baja afinidad de este antagonista por el receptor de kainato expresado en las
célulasR 110.
¡20
200rnj pA
KA CTZ
AMPA+KA
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Figura 20. Efecto del CNQXsobre los receptores de kainato presentes en la línea R 110. A) CNQX inhibe
reversiblernente las respuestas de kainabo. 13) Curva dosis-inhibición de CNQX de las respuestas a kainato (300
jild). La curva corresponde al ajuste de la ecuación R = 100/ (1 + Ant~/1Csj) a los datos experimentales,
siendo Ant la concentración de antagonista. 10<, la concentración de antagonista que produce el 50% de la
inhibición máxima y n el coeficiente de Hill. Los puntos se corresponden a la media de los valores obtenidos +
el enor standard en 10-2 1 células.
Las 2,3-benzodiacepinas recientemente desarrolladas por Tarnawa y cols (1989) se
comportan como antagonistas no competitivos de los receptores de AMPA. En neuronas de
hipocampo en cultivo el efecto de GYKI 52466 es aproximadamente unas 45 veces menos
potente sobre los receptores de kainato que sobre los receptores de AIvWA, calculándose un
1C5<, de 9.8 uM y 450 i.iM para los receptores AMPA y kainato respectivamente (Paternain y
cols, 1995). En neuronas del ganglio de la raíz dorsal se necesitan concentraciones >200 .tM
para conseguir el mismo efecto. La inhibición de este compuesto es independiente del
potencial de membrana y de la concentración de agonista utilizado (Wilding y Huettner,
lC~ 38.5pM
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1995). En la línea R 110 las respuestas de KA 100 pM frieron inhibidas pobre y
reversiblemente por concentraciones crecientes de &YKI 52466. La 1C5<, calculada Le de 281
+ 98.5 ~M (ver figura 21), semejante al encontrado en células del ganglio de la raíz dorsal.
+ GYKI 3pM + GYKI 10pM
20l2%~jpA
0 1 3 10 30 100
[GYKII(pM)
Figura 21. Efecto (leí antagonista 110 compet¡tivo (le los receptores AMPA, GYKI 52466, sobre los
receptores de kainato. A) Respuestas de ka¡nato 100 mM antes y en presencia de concentraciones de GYKI
52466 crecientes. 13) Inhibición de la respuesta de kainato por concentraciones crecientes de GYKI 52466. Las
barras representan la media de los valores obtenidos±el error standard de 4-12 células.
Las lectinas son proteínas con sitios de unión de alta afinidad para polisacáridos.
Algunas potencian la respuesta de los receptores de AMIPA y de kainato, al reducir su
desensibilización (Mayer y Vyklicky, 1989; Wong y Mayer, 1993; Partin y cols, 1993;
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Patneau y cols, 1994). Cuanto mayor es el número de sitios potenciales de glicosilación más
sensibles son los receptores no-NMDA. Por ello, la acción de las lectinas es mayor sobre los
receptores de kainato (6 sitios en GIuR5-7 y de 8-10 sitios posibles en KA1-KA2) que sobre
los receptores de AMPA (4-6 sitios posibles). El efecto de las lectinas tras un breve período
de incubación (~ 3-5 minutos) es ampliamente irreversible.
En la línea R 110, la incubación con concanavalina A (ConA 0.3 mg/mí> durante 5
minutos produjo respuestas de mayor amplitud con incremento del mido de membrana
respecto a las células sin tratar. ConA redujo la desensibilización del receptor, potenciando
también la respuesta al pico. La amplitud de la corriente estacionaria fUe incrementada
alcanzándose amplitudes semejantes a la respuesta pico inicial (figura 22A>. El efecto de
ConA no fUe reversible. Una vez tratada la placa con ConA no se observaron respuestas sin
componente estacionario en ninguna otra célula. El porcentaje de células que no respondieron
a glutamato (15%) antes de incubar la placa con ConA se mantuvo constante tras el proceso.
El tratamiento con ConA previno un 60.2 ±1.8% (n = 11) la desensibilización de la
corriente transitoria inicial (ver figura 22B>. Esta reducción de la desensibilización durante la
fase inicial de la respuesta a glutarnato origina, probablemente, la potenciación observada del
pico de la respuesta.
Tras la incubación con ConA, la amplitud de la corriente al pico generada por
glutamato fUe el 170.2 ±7.3% (n =5) de la amplitud a pico inicial. Mi mismo, la respuesta
estacionaria inexistente antes de la incubación con ConA fUe incrementada alcanzando
amplitudes semejantes a las observadas en las respuestas al pico control (98.1 ±8.5%) (ver
figura 22A y 22C).
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Figura 22. ConA reduce la desensibilización en los receptores de ka¡nato de la línea R 110. A) Respuesta
a glutamato 1 mlvi. a -70 mV. antes y después de ser incubada la placa durante 5 minutos con ConA, B) En 11
células se calculó la desensibilización, según la fómitila: (pico-ss)/pico x 100. evocada por glutamato 1 mM
antes y después de incubar la placa con ConA, ConA previno un 60.2±1.8% de la desensibilización de la
respuesta. C) En 5 células se calculó la amplitud de la respuesta tras la incubación de la placa con ConA.
Obsérvese la potenciación dc la respuesta pico (170.2 ±7.3%) y la aparición de un componente estacionario
(plató) en la respuesta, similar en amplitud ala respuesta al pico control (98.1 ±8.5%).
ConA no modificó la relación 1/V (ver figura 23B) y en ninguna de las células
estudiadas se observó corriente a potenciales de membrana positivos. Tras la incubación con
ConA, la relación 1/V de las respuestas medidas al pico y en su estado estacionario
igualmente presentaron rectificación entrante (ver figura 23A y B).
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Figura 23. Con A no modifica la relación 11V de los receptores de kainato de la línea R 110. A) Variación
de la amplitud de la respuesta en fUnción del potencial de membrana. Antes (izda) y después (deha) de incubar
con ConA. E) Representación de la relación 1/V en células tratadas y sin tratar con ConA. Obsérvese que la
rectificación de entrada persiste tras incubarcon ConA.
El colorante Azul de Evaus (EH) ha sido descrito como un modulador de los
receptores de AMPA. Su adición modifica las propiedades cinéticas de los receptores de
AMPA, al reducir y enlentecer su desensibilización (Lebmann y cols, 1992>. Sin embargo,
también parece actuar como un potente inhibidor de las respuestas de kainato en células HEK
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293 transfectadas con GIuR6(R) (Price y Raymond, 1996), y como modulador de las
respuestas de kainato en los receptores de kainato nativos en neuronas hipocampo (Ruano y
cols, 1995).
Con el fin de determinar su acción sobre los receptores de kainato expresados en la
línea R 110, se realizaron curvas dosis-respuesta a dos concentraciones diferentes de kainato
(300 pM y 5 mM) (ver figura 25C>. Los experimentos realizados indicaron un
comportamiento celular diferente en presencia de EH según la concentración de kainato
utilizada. Así, EH en presencia de concentraciones saturantes de kainato (5 mN4> bloqueó la
respuesta (ver figura 24A), mientras que a concentraciones menores de kainato (300 iM)
potenció o inhibió la respuesta según la concentración de EH perfiindida (ver figura 24B y
24C>. La perfUsión de kainato 300 gM en presencia de EH 1 pM generó respuestas cuya
amplitud fUe el 123.4 ±8.7% (n = 11) de la amplitud control, mientras que la perfUsión de
concentraciones mayores de EH produjeron inhibición de las respuestas. Estas respuestas
presentaron un componente estacionario no observado en su ausencia o cuando se perfhndió
una concentración de agonista mayor (ver figura 24). En la línea R 110 el efecto de EH sólo
fUe parcialmente reversible tras el lavado, al igual que se había descrito en neuronas talámicas
(Lebmann y cols, 1992).
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Figura 2-6. Efecto del colorante ER sobre los receptores de kainato presentes en la línea 11 110. A) Efecto
dosis dependiente de EB sobre las respuestas por 5 mM de kainato. En respuestas inducidas por 300 jiM de
kainato la perfusión de EB 1 piM generó un aumento de la amplitud de la respuesta tanto al pico como al
estado estacionario (B). La perfusión de una concentración mayor produjo inhibición de la comente inicial,
pero potenció la corriente estacionaria (C).
El decremento de la velocidad de desensibilización y/o la aparición de un componente
estacionario indicó que EH fine capaz de modular las propiedades de desensibilización del
receptor de kainato. La constante de tiempo del proceso exponencial que definió la
desensibilización (Td> se duplicó (1.96±0.3veces) tras aplicar EH 1 pM (ver figura 25>. Esta
acción fUe dosis dependiente y más evidente cuando la concentración de agonista ensayada
fUe menor. Al utilizar 300 pM de KA, EH produjo enlentecimientos ligeramente mayores
(2.23 ±0.9veces, 3.2 ±1.2 veces, para EH 1 y 30 jiM, respectivamente) (ver figura 25B3>.
La aparición de un componente estacionario al perfbndir 300 pM de kainato en presencia de
EH (ver figura 24 y 25) permite estudiar la relación entre la amplitud de la corriente
estacionaría y la amplitud de la corriente pico en presencia de diferentes concentraciones de
EH, observándose un incremento significativo y constante a todas las concentraciones de EH
ensayadas (ver figura 25D). Así mismo, parece existir una cierta similitud entre el incremento
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de la td y la reducción de la amplitud de la respuesta al pico, al ser mayor la relación entre la
amplitud de la respuesta en el estado estacionario y la amplitud al pico según se aumenta la
concentración de EH (ver figura 25B3 y 25D).
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Figura 25. La corriente evocada por kainato durante la exposición de ER difiere del control en la td y en
la relación <le la corriente estacionaria y la corriente al íico. Corrientes evocadas por la rápida aplicación
de 5 mM de kainato (A) ó 300 pM (B). antes (Al. El) y durante la exposición de EH (A2, 132). Las respuestas
de los ejemplos se ajustaron a una exponencial que aparece superpuesta al registro con la ~tdindicada en cada
caso. Las Td durante la exposición de EH incrementaron de forma dosis-dependiente (A3 y 133) (6-11 y 9-18
células para A3 y 133. respectivamente). C) Curva dosis-respuesta para EH sobre respuestas evocadas por
kainato 300 pM ó 5 mM. O) Decremento de la desensibilización durante la exposición de EH al perfiindir 300
pM de kainato (n = 6). Los ~aloresde las gráficas representan la media ±error estándard. Test de la t de
Student- pareado significativamente diferente del control * p >0.0005 y ** p <0.07.
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PROPIEDADES DE LAS CORRIENTES DEPENDIENTES DE VOLTAJE EN LA
LINEA RilO
Con el fin de determinar la presencia de otras conductancias en la línea R 110, en 32
células se estudiaron las corrientes dependientes de voltaje. Las células tuvieron un potencial
de membrana en reposo de -58.3 ±5.4 mV (n = 25). En nuestras condiciones de cultivo, la
línea R 110 expresó diferentes tipos de corrientes de potasio dependientes de voltaje, no
observándose la presencia de corrientes de sodio dependientes de voltaje en ninguna de las
células registradas (n = 10).
En los experimentos que se describen a continuación, la concentración intracelular de
potasio fUe de 136 mM y la extracelular de 5 mlvi, pudiéndose calcular un potencial de
equilibrio para dicho ión de aproximadamente -85 mV.
La aplicación de pulsos depolarizantes desde un potencial de reposo de -60 mV, a
diferentes potenciales de membrana que variaron desde -50 mV a 90 mV, en incrementos de
20 mV, desenmascaró en todas las células registradas (n = 18) una comente saliente que se
activó a potenciales más positivos de -40 mV (-30 ±10 mV), y que presentó escasa
unactivación. Cuando el protocolo anterior se realizó desde un potencial de membrana de -
110 mV, apareció superpuesta a la corriente antenor una corriente inactivante, que se
desenmascaró al sustraer ambos componentes. Estas corrientes mostraron una relación 1/V
donde la conductancia aumentó según se depolarizó la celula (ver figura 26). Aunque no se
estudiaron farmacológicamente estos canales, estas corrientes son compatibles debido a las
soluciones utilizadas con corrientes de K& y parecen corresponderse con un rectificador
retardado (IK), y una corriente tipo-A (LA).
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Figura 26. Conientes voltaje depcndientes de it ohservadas en la línea 1< 110. A) La sustracción de
ambos protocolos permitió desenmascarar ambos componentes. Estas corrientes podrían corresponderse con un
rectificador retardado (IK) y una corriente tipo-A (‘A). E) Normalización de las respuestas y presentación de
ambos componentes (n = 18).
Con el fin de no bloquear los procesos dependientes de calcio, la concentración de
EGTA se disminuyó en la pipeta de registro (0.1 mM>. En estas condiciones se observó una
corriente saliente que aumentó en amplitud en fUnción del voltaje y la concentración
extracelular de calcio, siendo más evidente a potenciales =50 mV (ver figura 28). En algunos
parches, se pusieron de manifiesto eventos unitarios de gran conductancia, que podrían
relacionarse con corrientes de potasio calcio dependientes ‘Kcn
100 mV
-60 mV
e
b
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-59-
RESULTADOS
A 90 ruy
50 ruy
10 mV
— -2OmV
-60 mV -60 ruy
o
B
22flj
100
(PA>
-40-20 0 20406080100
(mV)
e
90 ruy
50 mV
OruV
70 mV
1 0mV
U-
50 rus
Figura 28. corriente de potasio dependiente de calcio en la línea R 110. A) Obsérvese como al aumentar la
concentración de calcio exiracelular. arunenta [a amplitud de la corriente. El aumento de la corriente fue
dependiente de voltaje. B) La curva 1/V fue constn¡ida con los ~‘aloresde la corriente descrita. C) La frecuencia
y [aamplitud de los eventos únicos aumentaron al depolarizar la membrana.
La aplicación de pulsos hiperpolarizantes desde un potencial de reposo de -60 mV, a
diferentes potenciales de membrana que variaron desde -60 a -150 mV, en incrementos de -
10 mV, desenmascararon una corriente entrante en todas las células registradas (n = 12). Esta
corriente se hizo obvia a potenciales de membrana próximos al potencial de equilibrio para el
ión potasio, aumentando su amplitud a potenciales más hiperpolarizados, alcanzando su valor
máximo alrededor de -150 ±10 mV. A potenciales muy hiperpolarizados (=-120 mV), la
e
calcio 2 mM calcio 5 mM
-60-
RESULTADOS
corriente mostró cierto grado de inactivación (ver figura 29). Aunque no se estudió
farmacologicamente, esta corriente se correspondería con un rectificador de entrada ‘K.ffi-
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—22-2j 200pA
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Figura 29. Corriente Iy.~ en células R 110. A) Activación e inactivación de la corriente Ig<~ desde -60 mV.
13) 1/V con la representación de todos los valores.
Estos resultados indican que las células de la línea R 1.10 expresan canales de potasio
del tipo ‘K, ‘A, ‘KC~ e ~ los cuales han sido igualmente encontrados en oligodendrocitos
(para revisión ver: Sontheimer, 1994>.
e
o
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IMPLICACIÓN DE LOS RECEPTORES DE KAR4ATO EN FENÓMENOS DE
MUERTE CELULAR
MUERTE CELULAR EN LA LINEA R 110
Existen numerosas evidencias indicando que los receptores íonotrópicos
glutamatérgicos de AMPA y de NMDA están involucrados en la muerte neurona]
excitotóxica asociada a diversas patologías del SNC (para revisión ver: Meldmm y
Garthwaite, 1990). Sin embargo, no existen datos concluyentes acerca de que los receptores
de kainato puedan o no desempeñar un papel en este tipo de procesos. Ello es debido
principalmente a la carencia de agonistas específicos de estos receptores y al hecho de que los
receptores de kainato y AMPA son coexpresados en las mismas células. Como se ha
demostrado anteriormente, la línea R 110 únicamente expresa receptores de kainato, por lo
que representa un buen modelo para determinar si la activación continuada de los receptores
de kainato conlíeva o no fenómenos de excitotoxicidad.
En un primer ensayo se evaluó la mortalidad celular inducida por kainato 20 ~íMy
domoato 2 ~tMaplicando pulsos de distinta duración (1 y 12 h>, estimándose la muerte
celular a las 24 h del inicio del pulso. Los resultados pusieron de manifiesto una reducción del
número de células vivas en los pocillos tratados respecto a los controles, y un mayor
porcentaje de mortalidad con domoato (16.1 ±1.2%- 347 + 0.4%, para 1 h y 12 h de
exposición, respectivamente) que con kainato (11.2±0.3%;26.1 + 5 9% para 1 h y 12 h de
exposición, respectivamente> en los dos tiempos ensayados (ver anexo, tabla 2>. Tras este
pnmer ensayo el resto de los experimentos se realizaron con domoato.
La mortalidad celular se valoró con ioduro de propidio/acetato de fluoresceína
(FdaIPI) y con azul trípano. El marcaje con azul tripano no fUe homogéneo por toda la
superficie celular, existiendo células parcialmente teñidas. Para comprobar si éstas últimas se
correspondían con células muertas o no, se realizaron experimentos donde se valoró la
muerte celular por los dos métodos anteriormente descritos. La mortalidad celular obtenida
por ambas técnicas fUe semejante, descartándose la posibilidad de artefacto en la tinción y
considerándose a las células parcialmente teñidas como muertas.
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Para verificar si el medio de cultivo ejercía alguna influencia sobre las características y
los porcentajes de mortalidad celular encontrados, se realizaron experimentos con células
crecidas en medio de cultivo con y sin suero. Las células se sembraron con suero en ambos
casos para facilitar su adhesión a la placa. Una vez adheridas, se sustituyó el medio con suero
por otro sin suero, y se mantuvieron en estas condiciones 48h antes de realizar el ensayo. La
proporción de células con diferente morfología (células de tipo fUsiforme y células globosas)
se conservó en los pocillos mantenidos sin suero. Las células globosas aparentemente no
modificaron su morfología, mientras que las de tipo fUsiforme se alargaron y estrecharon
respecto a las mantenidas con suero. Este fenómeno fUe reversible, la adición de suero en el
medio de cultivo revirtió el efecto observado.
El efecto excitotóxico de domoato en los ensayos sin suero fUe semejante (ver anexo,
tabla 4). Por tanto, la presencia o ausencia de suero en el medio de cultivo no modificó
significativamente los porcentajes de mortalidad observados.
La exposición transitoria de domoato (10 pM) produjo porcentajes mayores de
mortalidad según se fUe aumentando el tiempo de exposición al agonista (ver anexo, tabla ~>.
Este aumento alcanzó hasta un 80% (82.9 ±1.3%, a las 48h) (ver anexo, tabla 4> al
mantenerse de una forma continuada la exposición de domoato. Tal incremento siguió un
curso temporal que pudo ajustarse a una exponencial cuya constante de tiempo fUe de 8.3 h
(ver figura 30A). En concordancia con estos datos, los pulsos de domoato de 3 h, 6 h o 48 h
evidenciaron igualmente un incremento del número de células muertas, cuando ello se evaluó
a las 48 E desde el inicio del pulso (ver figura 30B).
Con la exposición de domoato (10 1.M), se observaron diferencias de morfología
celular entre los pocillos tratados y los controles. En los primeros, las células crecieron
agrupadas, presentaron un aspecto redondeado no turgente, con pérdida de prolongaciones y
condensación nuclear, mientras que en los controles el crecimiento celular fue homogéneo,
sin cambios morfológicos evidentes. Estos cambios fueron más evidentes al aumentar el
tiempo de exposición del agonista.
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Figura 30. La mortalidad celular en la línea R 110 fue tiempo de exposición dependiente. A) Evolución de
la mortalidad con el tiempo de exposición al agonista (domoato 10 pM). La mortalidad creció
exponencialmente con el tiempo de exposición. La cuna superpuesta corresponde a un proceso exponencial,
que presentó una constante de tiempo (83% de mortalidad) de 8.3 horas. E) La exposición transitoria de
domoato evaluada a las 48 Ii de la exposición evidenció menor mortalidad que la obtenida en la exposición
continuada de domoato, (*) Test de la t de Student-pareado (p <01).
MORTALIDAD CELULAR EN CULTIVOS PRIMARIOS DE ASTROCITOS TIPO
u
En cultivos primarios de astrocitos de rata, se han descrito la presencia de receptores
funcionales tanto de AMIPA como de kainato. Por ello, se estudió el posible papel
excitotóxico de los receptores de kainato en este tipo celular glial no oligodendrocitico.
Para diferenciar la toxicidad mediada por cada tipo de receptor, ésta se valoró
mediante la aplicación de domoato en presencia de GYKI 52466 y GYKI 53655,
antagonistas de los receptores de AN4PA.
Los resultados indicaron una cierta toxicidad intrínseca para las 2,3 benzodiacepinas,
ligeramente mayor para GYKI 53655 que para GYKJ 52466 (ver figura 31). Los pocillos
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incubados con GYKI 53655 mostraron un 5% más de mortalidad que los tratados con GYKI
52466(10.2±1.1%) (ver anexo, tabla 5>. La mortalidad mediada por activación del receptor
de AMPA se pudo calcular en el 348% (utilizando el GYKI 52466>, mientras que cuando se
utilizó GYKI 53655 fije del 34%.
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Do 10pM
RECEPTOR
ACTIVO
KA (GYKI 52)
KA <GYKI 53>
AMPA/KA
MORTALIDAD
NETA (%)
8.4
9.2
43.2
Figura 31. Efecto de un íulso de domoato en un cultivo primario de astrocitos. Los valores corresponden
a la media±el error estandard. Todos los pulsos tuvieron una duración de 3h y la valoración se realizó a las
24h del inicio del pulso. A la derecha se indica la mortalidad neta calculada inducida por la activación de cada
tipo de receptor.
La mortalidad global del cultivo fue mayor que la observada en la línea R 110 en estas
mismas condiciones (43.2% y 253%, para astrocitos y células R 110 respectivamente> (ver
anexo, tabla 3), pero menor si únicamente se compara la mortalidad estimada mediada por el
receptor de kainato (9.2%).
Tras la incubación con domoato, las células se presentaron edematosas con aspecto
granuloso. La tinción nuclear desenmascaró algún núcleo picnótico y una fluorescencia
puntiforme más acusada.
~lTOS
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MORTALIDAD CELULAR EN CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS DE
HIPOCAMPO
Para comprobar si la activación selectiva de los receptores de kainato ejerce un efecto
semejante en neuronas, se realizaron experimentos similares en cultivos primarios de neuronas
de hipocampo, que expresan receptores fUncionales de NtvIDA, AMPA y kainato (Lerma y
cols, 1993).
Con el fin de valorar el porcentaje de mortalidad celular generado por cada tipo de
receptor, los agonistas utilizados (glutamato y domoato) fueron añadidos sólos o coaplicados
con antagomstas específicos de estos receptores a concentración saturante, D-2-amino-S-
fosfonovalerato (APV) 100 iM, para antagonizar el receptor de NMDA, y GYKI 52466 ó
53655 100 pM, para el receptor de AMPA. Todos los ensayos se realizaron aplicando un
pulso de agonista de 3 h de duración cuyo efecto se valoró a las 24 h del inicio del pulso,
como se había realizado anteriormente en los cultivos de astrocitos. La mortalidad provocada
por la activación de los receptores NMDA, AMPA y kainato se evaluó utilizando la tinción
de azul tripano o la tinción FdA¡PI, valorándose también en algunos ensayos la apanencia
nuclear mediante la tinción de Hoesch 33342 (ver materiales y métodos 4).
Los cultivos neuronales fueron más sensibles al pulso de domoato que la línea R 110
o los astrocitos (ver anexo, tabla 7). La mortalidad celular fue próxima al 70% cuando no se
añadió ningún tipo de antagonista. La adición de antagonistas redujo la mortalidad celular. En
este sentido, tanto la adición de GYKI 52466 como la de APV fueron capaces de prevenir en
gran medida la muerte neuronal, siendo la combinación (APV + GYKJ 52466> la más efectiva
(ver figura 32 y anexo, tablas 6 y 7).
En estos experimentos se calculó también la mortalidad neta para cada uno de los
receptores activados en neuronas. Esto se hizo sustrayendo los valores promedio de las
células muertas encontradas en presencia de los antagonistas GYKI 52466 y APV (sólos o
coaplicados>. Así, la mortalidad inducida por la activación del receptor de kainato fue
calculada a partir de la sustracción de los valores (APV + GYKI 52466 + agonista) - (APV +
GYKI 52466) (ver anexo, tablas 6 y 7>. De la misma forma, se realizaron cálculos parecidos
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para obtener la mortalidad inducida por la activación de los receptores de NMDA, y de los
receptores de AMPA junto con la fracción no bloqueada de los receptores de kainato. Al
restar de éstos, los porcentajes de mortalidad observados en (APV + agonista) -(APV>, se
obtuvo la mortalidad inducida por la activación de los receptores de AMPA y de kainato, y
finalmente al sustraer (GYKI 52466 + agonista) - (GYKI 52466) se pudo obtener la
mortalidad inducida por los receptores de NMDA y de la fracción no bloqueada de los
receptores de kainato («KA).
Cuando se utilizó glutamato (GLU 10 pM) como agoni sta, se obtuvo
aproximadamente un 41% de mortalidad mediada por el receptor de NMDA, un 30% por el
receptor de AMPA y un 4.7% por el receptor de kainato (ver anexo, tabla 6>. Al usar
domoato (Do 10 gM), la mortalidad mediada por la activación del receptor de AMPA o del
receptor de kainato fue semejante a la observada con glutamato (32% y 3.6%,
respectivamente>. Sin embargo, se encontró un componente resistente (s 16%> al
antagonismo total del receptor de AMIPA y parcial del receptor de kainato por GYKI 52466
que era sensible a APV (ver figura 32 y anexo, tabla 7). Esto podría deberse a que domoato
podría inducir la liberación de glutamato que actuaría como agonista del receptor de NMDA.
Es necesario señalar que al utilizar GYKI 52466 en los cálculos se estima que un 20% del
receptor de kainato es bloqueado inespecíficamente (Paternain y cols, 1995), lo que ocasiona
una subvaloración del efecto tóxico de los receptores de kainato.
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Figura 32. Mortalidad mediada por receptores glutamatérgicos en un cultivo de neuronas de
hipocampo. Efecw de un pulso deDo (lO pM) ~ de glutamato (3 y 10 ~tM)en presencia y ausencia de
antagonistas. A la dcrecha relación de la mortalidad mediada por cada tipo de receptor. Obsérvese como
disminuye la mortalidad mediada por el receptor NMDA cuando se utiliza domoabo como agonista
(16.1%). Los valores fueron la media ±elerror estñndard. Todos los pulsos tuvieron una duración de 3hy la
valoración se realizó a las 24h del pulso. (4) indica los porcentajes mediados por GLU 10 pM. («KA)
receptor de kainato resistente a la acción de GYKI 52466.
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Este tipo de ensayos también se realizaron en presencia de GYKI 53655, antagonista
específico no competitivo del receptor de AMPA (IC5o = 0.9 pM) que no afecta al receptor
de kainato (Paternain y cols, 1995). Los resultados revelaron que GYKI 53655 fue altamente
tóxico en cultivos neuronales (ver figura 33B y anexo, tabla 8) y no produjo el nivel de
protección esperado. Sin embargo, dada su utilidad para diferenciar los receptores tipo
AMPA y tipo kainato, se realizaron experimentos para averiguar si este compuesto poseía
una toxicidad intrínseca o no. Para descartar una toxicidad impuesta por el solvente (Clii), se
realizaron ensayos a concentraciones diez veces menores (GYKI 53655 10 ¡2v!). Los
porcentajes de mortalidad en los pocillos donde se valoró la toxicidad de GYKI 53655 fueron
similares en ambas concentraciones (ver figura 33B y anexo, tabla 8>, descartándose esta
hipótesis.
La toxicidad asociada a este compuesto se evaluó en cultivos primarios de astrocitos
(ver toxicidad en astrocitos) y en células 293 HEK. La incubación de GYKI 53655 (100 pM)
en células 293 HIEK, línea celular de origen no neura] donde no existen receptores sensibles a
glutamato, en cultivos a alta y a baja densidad, no indujo toxicidad alguna, siendo la
mortalidad menor del 6% (3.6 ±0.4% en los controles y 5 ±0.4% y 4.5 ±0.3% en los
tratados con GYKJ 53655 100 pM y Do 10 pM, respectivamente; n = 6> (ver figura 33A).
La baja mortalidad observada en estos sistemas sugiere otro tipo de mecanismo de toxicidad.
En estos ensayos, la adición de medio con una concentración alta de K
t extracelular
(K 45 mM> 30 minutos después del pulso, descrita como protector neuronal, redujo un 5%
la mortalidad en los pocillos previamente tratados con GYKI 53655 y casi un 10% los
previamente tratados con (APV + GYKI 53655 + Do).
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Figura 33. GYKI 53655 fue altamente tóxico en cultivos de neuronas dc hipocampo e inerte en células
293 HEK A) GYKI 53655 no tuvo ningún efecto en la línea 293 1-IEK. B) En neuronas fue altamente tóxico,
¡a adición de (}(4 45 mM) 30 minutos después del pulso de domoato redujo los porcentajes de mortalidad
observados en los cultivos neuronales. Los valores fueron la media±el error estandard. Todos los pulsos
tuvieron una duración de 3h y la valoración se realizó a las 2-lb del pulso.
Morfológicamente las neuronas tratadas con APV o GYKI 52466 presentaron una
apariencia semejante a los controles. Se apreció una ligera turgencia, conservándose intactas
las prolongaciones. Las neuronas tratadas con GYKI 53655 mostraron menos
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prolongaciones y más delgadas, o carecieron de ellas, presentando somas redondeados de
menor tamalio y con apariencia granulosa. Las neuronas incubadas con glutamato y domoato
presentaron un aspecto semejante al descrito anteriormente. La condensación de la cromatina
y la fragmentación de la membrana celular fUe visible por fluorescencia utilizando el reactivo
Hoechst 33342. Las células tratadas con glutamato y domoato mostraron una fluorescencia
más intensa que los controles (condensación de la cromatina), pienosis y algún cuerpo
apoptótico (ver anexo, tabla 9>. Si se realacionan los datos de mortalidad obtenidos en la
tabla 6 con la diferente actividad nuclear observada en la tabla 9, se podría suponer que
algunas de las células que presentaron mayor actividad nuclear serían suceptibles de
recuperación, ya que la suma de los porcentajes de los gmpos, mayor actividad nuclear,
picnosis y cuerpos apoptóticos, fue superior a la mortalidad total observada.
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Muchas de las características conocidas de las células gliales están presentes en los
gliomas (ver Barres y cols, 1990; Sontheimer, 1994; Brismar, 1995). Los canales expresados
por los oligodendrocitos varían dependiendo de la especie, estado de desarrollo y medio de
cultivo utilizado. En el proceso de maduración, los oligodendrocitos sufren cambios drásticos
en su patrón de expresión. Los precursores expresan canales de sOdiO(INa, INaH), de calcio
(tipo L y tipo T), canales de cloro y numerosos tipos de canales de potasio (IK, ‘A, IK(caO, que
pierden al diferenciarse (Sontheimer y cols, 1989>. Así, en oligodendrocitos adultos no se
encuentran canales de sodio voltaje dependientes, ni canales de calcio (que son remplazados
por canales I~) y disminuyen las corrientes de potasio salientes (Sontheimer y cols, 1989).
La expresión de receptores fUncionales también se ve afectada durante el desarrollo. Así, la
densidad de los receptores GABAA disminuye unas 100 veces durante el desarrollo
(Blankenfeld y cols, 1991), y los receptores de glutamato descritos en precursores (Gallo y
cols, 1994; Barres y cols, 1990) no se han observado en oligodendrocitos.
En este sentido, la línea R 110, glioblastoma multiforme primitivo, posiblemente de
origen oligodendrocitico, como indica su inmunopositividad para proteína básica de mielina
(MBP> y vimentina (Matute y cols, 1992), en nuestras condiciones de cultivo, expresó
diferentes tipos de canales de potasio (IK, IK(Ca), I~), que coexisten con receptores
funcionales de kainato. fu vivo, los receptores glutamatérgicos parecen controlar la
proliferación y la maduración de las células gliales, modulando el desarrollo celular en el
SNC.
Los receptores glutamatérgicos presentes en la línea R 110 generaron respuestas
evocadas por kainato que sufrieron una rápida y total desensibilización, siendo la
recuperación de la desensibilización de estas respuestas considerablemente lenta. Otros
agonistas como glutamato, quiscualato o domoato también fueron capaces de activar la
misma población de receptores selectivos para kainato, como demostraron los experimentos
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de desensibilización cruzada del receptor. El agonista de los receptores de AMPA, S-AMPA,
fue incapaz de generar respuestas medibles, incluso a concentraciones de 1 mM.
Características similares han sido encontradas en receptores recombinantes homoméricos
GIuRÓ (Egebjerg y cols, 1991). La coaplicación de AMPA y kainato produjo una ligera
reducción de la respuesta (s 14%>, igualmente observado en el receptor humano EAA4
(homomérico GIuR6) (Hoo y cols, 1994). El agonista NIvIDA, específico de los receptores de
NMDA, tampoco fUe capaz de producir respuestas, resultado esperable por el origen glíal de
esta línea celular.
Los receptores selectivos para kainato en la línea R 110 presentaron una relación 1/V
con una fUerte rectificación entrante. La rectificación de los receptores GIuR6 depende de la
presencia o ausencia de subunidades editadas en el sitio Q/R Así, los receptores no editados
(Q) muestran rectificación entrante, mientras que los editados (R) presentan cierta
rectificación saliente. Recientemente se ha demostrado que la rectificación está originada por
un bloqueo dependiente de voltaje, debido a poliaminas intracelulares (Kamboj y cols, 1995;
Koh y cols, 1995; Bowie y Mayer, 1995). La afinidad de las poliaminas por el receptor de
kainato depende del aminoácido presente en el sitio Q/R, siendo mayor para los receptores no
editados (Q). A potenciales de membrana moderadamente positivos, entre 10 y 50 mV, las
poliaminas entran en el poro bloqueándolo, necesitándose potenciales mucho más positivos
para que las poliaminas puedan permear por el canal y se restaure el flujo iónico. Por las
evidencias anteriores cabría suponer que el receptor selectivo para kainato estudiado en la
línea R 110 estaría formado exclusivamente por subunidades GLuR6(Q). En concordancia
con ello, la determinación de las subunidades expresadas en la línea R 110 por la técnica de
RT-PCR, puso de manifiesto la existencia de subunidades GIuR6 no editadas en el segmento
M2, y editadas y no editadas, en el segmento Ml.
Por consiguiente, estos resultados determinan que los receptores funcionales
expresados por la línea R 110 son receptores compuestos por subunidades GIuR6(Q), con
todas las posibilidades de edición en el dominio Ml.
La permeabilidad a calcio del receptor de kainato en receptores homoméricos GIuR6
se ha relacionado con los sitios de edición descritos no sólo en el dominio M2 sino también en
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el Ml. Los estudios de Khóler y colaboradores (1993) en células I-IEK transfectadas con las
diversas subunidades GluR6, explican la permeabilidad a calcio de estos receptores en fUnción
del grado y tipo de edición. Mi, los homómeros GIuR6(R) presentan los mayores valores de
permeabilidad a calcio, mientras que los homómeros GIuR6(Q) con diverso grado de edición
en el Ml muestran baja permeabilidad. Los heterómeros (VCQ/VCR) presentan la menor
permeabilidad de las observadas. Por el contrario, al estudiar la corriente fraccional de calcio
en células 293 HEK transfectadas con subunidades GIuR6 editadas y no editadas (Bumashev
y crIs, 1995), se observó que ésta también depende del grado de edición del dominio M2,
pero de forma similar a la descrita para el receptor de AMPA, permeando más calcio las
formas no editadas (Q) (f~= 1.55%) que las editadas (R) (f< 0.2%). Cuando el dominio Ml
no está editado la permeabilidad a calcio del no editado en M2 aumenta ligeramente (2%).
Los receptores heterómeros con ambas formas presentan valores de permeación intermedios
(0.58%). Estos experimentos están en clara contradicción con los resultados de Khóler y
colaboradores, donde los receptores editados (R) eran los más permeables. Estas diferencias
podrían explicarse por observación de la permeación de aniones, principalmente C1, en las
formas R (Bumashev y cols, 1996) que contribuirían a la corriente total, sobreestimándose la
permeabilidad a calcio observada. Aún así, la permeabilidad a iones Ca2~ descrita para los
receptores de kainato es mucho menor que la observada con esta misma técnica en los
receptores de AMPA formados por subunidades no editadas (3.2 - 39%). Los receptores de
kainato de la línea R 110 mostraron cierta permeabilidad a Ca2~ ya que, cuando calcio fUe el
único ión permeante, éstos fueron capaces de generar corriente entrante. La fuerte
rectificación de entrada impidió calcular el potencial de reversión y por tanto, valorar la
permeabilidad del canal para este ión.
El receptor de kainato expresado en la línea R líO mostró características similares a
las descritas para el receptor presente en neuronas (Lerma y cols, 1993): (i) no fue activado
por A.MPA, (u> las respuestas fueron totalmente desensibilizantes, (iii) la cinética de
desensibilización fbe rápida y con un curso temporal monoexponencial, (iv> la sensibilidad de
este receptor fUe baja para glutamato (EC
50 de 335 pM y 330 ¡aM, paraR 110 y neuronas,
respectivamente> pero alta para kainato (EC5o de 15¡.tM y 22 pM, para R 110 y neuronas,
respectivamente), (y) presentaron el mismo tiempo de recuperación del receptor (KA 40 s),
(vi) presentaron una relación 1/V con una marcada rectificación de entrada, y (vii> las
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neuronas de hipocampo en cultivo también expresan altos niveles de la subunidad GIuR6
(Ruano y crIs, 1995).
En neuronas del ganglio de la raíz dorsal también se expresan receptores funcionales
de kainato con respuestas desensibilizantes y una afinidad semejante para kainato (EGo = 15
pM; Huettner, 1990), a la descrita en la línea R 110. Sin embargo, las respuestas de las
neuronas del ganglio de la raíz dorsal difieren de las registradas en la línea R 110 en: (i) ser
activadas por AMPA con baja afinidad (EG0 = 520 pM), (Ii) presentar una cinética de
desensibilización lenta y con un curso temporal biexponencial en respuesta a kainato, y (iii)
presentar una relación LV aproximadamente lineal. Al estudiar la composición molecular de
las subunidades del receptor de kainato expresadas por estas neuronas, se demuestra la
existencia de altos niveles de expresión para las subunidades GIuR5 (Bettler y cols, 1990) y
KA2 (Herb y cols, 1992). Estas subunidades más que GIuRÓ, serían las que formarían los
receptores funcionales en las células de la raíz dorsal.
Ha sido descrito recientemente que tanto los astrocitos, como los precursores gliales
(células O-2A) y la línea CG4 expresan receptores de kainato (Patneau y cols, 1994). Estos
receptores posiblemente estén compuestos por subunidades GIuRÓ y KA2, ya que estas
células expresan altos niveles de estas subunidades y bajos niveles de GIuR7 y KA1. Las
respuestas en células gliales se caracterizan por: (i> presentar respuestas desensibilizantes
rápidas, (u> exhibir una alta afinidad para kainato (EG0 = 5 pM) y una muy baja afinidad para
AIVIPA, (iii) presentar una recuperación de la desensibilización lenta (unos 60 s>, y (iv)
mostrar una relación 1/V con rectifición de entrada, consecuente con la presencia de
subunidades GIuR6(Q) (Patneau y cols, 1994; Pulchalski y cols, 1994). La coexpresión de
subunidades KAI y KA2 con la subunidad GIuR6 confiere nuevas propiedades al receptor
como una débil sensibilidad a AIVIPA (Herb y cols, 1992).
Al estudiar la farmacología del receptor de kainato expresado en la línea R 110, se
demostró que estos receptores fUeron completamente insensibles a CTZ. No observándose ni
potenciación de la amplitud de la respuesta, ni reducción en el grado de desensibilizacion.
Estos mismos resultados han sido referidos en neuronas de hipocampo en cultivo (Paternain y
-75-
DISCUSIÓN
cols, 1996), neuronas del ganglio de la raíz dorsal (Wong y Mayer, 1993; Wilding y Huettner,
1995>, progenitores de células gliales y receptores recombinantes GIuR6 (Partin y cols, 1993;
Patneau y cols, 1994). La ligera inhibición de la respuesta medida por CIZ al pico encontrada
en neuronas del ganglio de la raíz dorsal (Wong y Mayer, 1993) y en células 293 HEK
transfectadas con receprnres de kaínato (Partin y crIs, 1993) no fue evidente en la línea R
110.
En neuronas de hipocampo que no presentan receptores tipo AMPA, las respuestas
de kainato fueron inhibidas reversiblemente por CNQX, antagonista competitivo de los
receptores de AIvIPA. La potencia de este inhibidor (1C50 =6.1 jiM para KA 300 ~iM;
Paternain y cols, 1996> es semejante al descrito para el receptor humano EAA4 (‘Go = 4.3
,iM para KA 1 mM; Hoo y cols, 1994) y para las neuronas del ganglio de la raíz dorsal (1C50
—2 pM para GLU 100 ¡iM; Huetner 1990>. En la línea CG4 concentraciones de CNQX de
30 ¡iM son capaces de reducir considerablemente la respuesta de kainato (Gallo y cols,
1994>. La línea R 110 también presentó inhibición reversible de la respuesta de kainato en
presencia de CNQX, pero este compuesto tuvo menor potencia (‘Go = 38.5 pM para KA
300 pM). Este resultado podría explicarse por la homogeneidad del receptor únicamente
formado por subunidades GIuR6 poco sensibles al CNQX (Bettler y Mulle, 1995).
Las respuestas de kainato fueron también inhibidas por altas concentraciones de
GYKI 52466 (1C50 de 281 ¡iM). Esta potencia fue semejante a la descrita en neuronas del
ganglio de la raíz dorsal (1C50 > 200 pM; Wilding y Huettner, 1995), pero mayor que la
observada en neuronas de hipocampo (IC5o = 450 pM; Paternain y cols, 1995).
La incubación con ConA de las células R 110 produjo la potenciación de la respuesta
al pico de glutamato (1.5 - 2 veces) al reducirse la desensibilización de las respuestas. Esta
potenciación de las respuestas de glutamato por ConA en los receptores de kainato es
comparable a la potenciación de las respuestas por CTZ en los receptores de AMPA
(aproximadamente 100 veces) (Partin y cols, 1993>. Aunque se desconoce el mecanismo
molecular implicado en la inhibición de la desensibilización, parece estar relacionado con su
unión directa a los residuos glucídicos situados en los dominios extracelulares del receptor,
siendo este efecto mayor cuanto mayor es el número de posibles sitios de glicosilación.
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En neuronas de hipocampo en cultivo, la incubación con ConA invariablemente
provoca una reducción de la respuesta pico (Wilding y Huettner, 1997), sin modificar la
relación 11V.
En neuronas del ganglio de la raíz dorsal la incubación con ConA elimina
completamente la desensibilización de las respuestas en la mayoría de las células, no
alterándose ni la relación 11V, ni la afinidad del receptor por kainato ni domoato (Huettner,
1990). En la línea CG4, ConA aumenta la respuesta al pico de kainato aproximadamente un
230% y disminuye la desensibilización aproximadamente un 50%. Como en los casos
anteriores no se observó ninguna variación ni en la afinidad del receptor por kainato, ni en la
relación dosis-respuesta (Patneau y cols, 1994>. En la línea R 110 la incubación con ConA
previno un 60.2% la desensibilización de las respuestas de glutamato y aumentó un 70% la
respuesta al pico, datos semejantes a los encontrados en células transfectadas. Al igual que en
otras células con receptores de kainato anteriormente descritas, en la línea R 110 tampoco vió
modificada tras la incubación con ConA, ni la relación dosis-respuesta para glutamato, ni la
relación 1/V.
Se desconoce el mecanismo de acción del EB. En experimentos realizados en células
293 HEK transfectadas con GIuR6, se ha descrito una inhibición del 90% de la corriente en
presencia de EB. acompañada de una disminución de la desensibilización del 10% (Raymond,
1995). Los mismos experimentos realizados en células pretratadas con ConA, no muestran
este tipo de inhibición (Raymond, 1995). Estos resultados son semejantes a los observados en
oocitos recombinantes GIuR6 previamente tratados con ConA (Keller y cols, 1993), que
sugerían que este receptor no era sensible a EB.
En neuronas de hipocampo que expresan receptores de kainato, la perfusión de EB
produce efectos diferentes. En unas neuronas, ES abolió de forma reversible la respuesta de
kainato, mientras que en otras, disminuyó la desensibilización y potenció la respuesta (Ruano
y cols, 1995).
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En la línea R 110 se observó un comportamiento celular diferente en presencia de EH
según se perfundieran altas o bajas concentraciones de kainato. Así, a concentraciones
saturantes de kainato, EH bloqueó la respuesta, mientras que a concentraciones menores (KA
300~iM), EB potenció o inhibió la respuesta según la concentración de EB perfiindida. En el
receptor de AMPAen neuronas de hipocampo, se ha descrito una mayor potenciación de las
respuestas a kainato en presencia de CTZ, cuanto menor es la concentración de kainato
perfundida (Patneau y cols, 1993). De igual manera, también se ha descrito una interacción
competitiva entre EB y CTZ en los receptores de AMPA (Price y Raymond, 1996), y aunque
CTZ no tiene ningún efecto en los receptores de kainato, EH podría presentar un sitio de
unión semejante a descrito en CTZ, observándose este efecto al unirse a receptor de kainato.
En la línea R 110 el efecto de EH fue sólo parcialmente reversible tras el lavado, al
igual que se había descrito en neuronas talámicas (Lebmann y cols, 1992). En todas las
respuestas, independientemente del efecto observado, se observó un enlentecimiento de la
desensibilización dosis-dependiente, siendo este efecto más acusado cuando la concentración
de kainato utilizada fue menor. Se desconoce si EH interactúa directamente con las regiones
del receptor involucradas en la desensibilización o estas acciones son debidas a mecanismos
alostéricos. En células transfectadas la naturaleza no competitiva y la relativa irreversibilidad,
unido a los efectos en la desensibilización y en la cinética de recuperación del receptor
sugieren que EH puede actuar modificando la conformación del estado abierto del canal y
desplazar el equilibrio entre los estados abierto y desensibilizado (Price y Raymond,
1996).
IMPLICACIÓN DE LOS RECEPTORES DE KAINATO EN FENÓMENOS DE
MUERTE CELULAR
Estudios de actividad revelan una fuerte correlación entre el potencial citotóxico y la
potencia excitadora de los diferentes agonistas glutamatérgicos, sugiriendo una convergencia
entre estos dos fenómenos. La toxicidad es consecuencia de una excesiva activación de los
receptores, y ésta contribuye a la degeneración y posterior muerte celular. La vulnerabilidad
celular depende entre otros factores de: (i) la concentración del agonista, (u) el tiempo de
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exposición, (iii) el tipo de receptor, (iv) la edad y el grado de diferenciación celular y por
último (y) de la capacidad celular para neutralizar el aumento de la concentración de calcio
intracelular.
En la línea R 110 la presencia exclusivamente de receptores homoméricos
GIuR6(Q) facilita la valoración de posibles implicaciones del receptor de kainato en
procesos de muerte celular. Los experimentos demostraron una mortalidad
significativa, dependiente del tiempo de exposición a kainato o domoato,
relacionando de este modo, la activación del receptor de kainato en fenómenos de
excitotoxicidad. La mortalidad observada fue mayor al utilizar domoato probablemente
por generar respuestas parcialmente desensibilizantes al activar los receptores de kainato
(Lerma y cols, 1993; Huettner, 1990; Hoo y cols, 1994).
La presencia o ausencia de suero en el medio puede modificar la expresión de
canales iónicos en las células gliales en cultivo. En este sentido, el mantenimiento de la
línea R 110 en ausencia de suero produjo un cambio reversible en la morfología de las
células de tipo fusiforme. Sin embargo, la mortalidad observada en estos cultivos fue
semejante a la descrita en cultivos con suero, concluyéndose que la mortalidad celular
observada fue independiente de la presencia o ausencia de suero en el medio de cultivo
utilizado. Este resultado podría explicarse por una menor dependencia de estas células a
los factores añadidos en el suero al medio de cultivo. Esto no ocurre en cultivos de
astrocitos tipo II, donde la ausencia de suero favorece la expresión de una gran
diversidad y densidad de corrientes de calcio en comparación con los encontrados en
cultivos con suero (Barres y cols, 1990), o la ausencia de corrientes de sodio descritas en
cultivos con suero (Barres y cols, 1990).
La mortalidad mediada por los receptores de NMDA y AMIPA ha sido asociada a
un aumento de la concentración del calcio intracelular. La presencia de cierta corriente
en respuesta a kainato o domoato en la línea R 110 cuando calcio fue el único ión
permeante es consecuente con la expresión de receptores homoméricos GIuR6(Q), forma
más permeable al ión calcio en recombinantes GluR6 (Burnashev y cols, 1995). Esta vía
de calcio, abre la posibilidad de que la toxicidad mediada por este receptor de kainato
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también pueda ser debida, como en los otros receptores glutamatérgicos, a un aumento
de la concentración del calcio intracelular. Recientemente la activación por kainato en
oligodendrocitos del nervio óptico también ha sido relacionada con la
sobreexcitación de los receptores de kainato,acompañada de un aumento en la
concentración de calcio intracelular (Matute y cols, 199v>.
En la línea R 110, en presencia continuada de domoato la mortalidad neta
maxima fue del 83%. Los valores experimentales en el tiempo se ajustaron a una
exponencial cuya constante de tiempo fue de 8.3 h. Esto significa que en ausencia de
cualquier otro receptor activado por domoato, la activación continuada del receptor de
kainato puede llevar a la muerte celular. Los resultados presentados en esta memoria
indican que tal activación produce la pérdida de elementos celulares, principalmente por
necrosis.
Para corroborar si el efecto tóxico observado en la línea R 110 era mediado por
la activación continuada de los receptores de kainato, se realizaron experimentos
semejantes en cultivos primarios de astrocitos y de neuronas- hipocámpicas. Ambos tipos
celulares expresan esta clase de receptores (Lerma y cols, 1993; Patneau y cols, 1994).
Para poder diferenciar la toxicidad mediada por cada tipo de receptor (NMIDA, AMPA
y/o kainato> se coaplícaron concentraciones saturantes de los diversos antagonistas
disponibles. Es conocido que los astrocitos tipo II no expresan receptores de NMDA y sí
receptores AMPA y kairiato (Wyllie y cols, 1991). El porcentaje de muerte celular glial tras la
exposición a domoato fue superior al valorado en la línea R 110, pero menor que el neurona].
La mayor mortalidad glial observada respecto a la línea R 110 es debida, sin duda, a la
activación de los receptores tipo AN4PA, dado que la coaplicación de antagonistas para este
receptor disminuyó drásticamente el porcentaje de mortalidad observado.
La menor mortalidad glial respecto a los cultivos de neuronas de hipocampo podría
explicarse por la ausencia de receptores NIVIDA y la menor densidad de receptores no-
INMIDA. Adicionalmente, la regulación más eficaz de los niveles de calcio intracelular por los
astrocitos, podría ser otra causa.
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En cultivos neuronales en presencia de glutamato la vulnerabilidad celular fUe
parcialmente prevenida por la presencia de APV y GYKI 52466. El GYKI 52466 ha sido
descrito como neuroprotector en retinas embrionarias de poíío sobre la población de
receptores no-NMDA, pero no ejerce ningún efecto protector sobre la población de
receptores de NMIDA (Zorumski y cols, 1993>. Por el contrario, A.PV disminuyó la
vulnerabilidad mediada por los receptores de NMDA, pero no produjo ningún efecto
protector cuando se activó la población de receptores de AMPA y/o kainato. Ambos
mecanismos explicarían nuestros resultados. De hecho, la combinación APV + GYKI
52466 fue la más protectora. Al utilizar domoato como agonista se observó un
porcentaje de muerte semejante al descrito en presencia de glutamato tanto en la
mortalidad global del cultivo, como en la mortalidad disparada por los receptores de
AMPA y por los receptores de kainato. Sin embargo, la mortalidad mediada por el
receptor de NMDA se vió altamente disminuida pero no eliminada. Este resultado es
esperable al no ser sensible este receptor a domoato. La mortalidad residual observada
podría explicarse por la existencia en el medio de glutamato, procedente de las células
muertas por domoato, que activarían al receptor de NIVIDA. La densidad, el tipo de
receptores funcionales y el agonista utilizado determinará la sensibilidad de la célula al
daño excitotóxico. Las células más vulnerables serían aquellas que presenten todos los
tipos de receptores. La suma de los porcentajes de mortalidad mediada para cada tipo de
receptor fue mayor que la modalidad global del cultivo. Esto indica que en nuestros
cultivos, algunas neuronas coexpresaron los diferentes tipos de receptores.
El GYKI 53655, antagonista no competitivo con mayor afinidad para el receptor
de AMPA (a una concentración 100 ¡iM bloquea totalmente el receptor AMPA sin
afectar al receptor de kainato>, no pudo utilizarse para diferenciar la mortalidad mediada
por el receptor de kainato, por ser tóxico en cultivos neuronales (31% con una
concentración de 100 .tM>. La toxicidad de GYKI 53655 no parece intrínseca al
compuesto, ya que su aplicación en otros cultivos no tuvo ningún efecto o bien fue
moderado. Sin embargo, independientemente de la mortalidad global observada tanto en
cultivos neuronales como astrocíticos, existió un pequeño porcentaje de mortalidad (4-
10%) que no pudo justificarse como mortalidad mediada por el receptor de AMPA o por
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el receptor de NIvIIDA. Este porcentaje podría ser debido a la sobreactivación de los
receptores de kainato.
En conjunto, estos resultados indican que los receptores de kainato podrían
participar en procesos patológicos degenerativos como se ha descrito para los receptores
deAMPAydeNMDA.
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L- La línea R 110 expresa exclusivamente una población funcional de receptores de
glutámico, que son selectivos para kainato y que están formados de manera exclusiva por
la subunidad GIuR6(Q). Esta subunidad, sin embargo, está presente en varias formas que
incluyen todas las posibilidades de edición en el dominio Ml -
2.- La activación continuada del receptor de kainato puede desencadenar la muerte
celular por fenómenos excitotóxicos.
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ANEXO
ANEXO
CONTROL lh/24h 4.03±0.2 2
KA2ogv! lh/24h 11.2±03* 5
Do2pM 1h124h 161±12** 5
CONTROL 12h/24h 6.9±0.6 2
KA2O gvt 12h/24h 29.1 ±3.2* 5
Do 2 ¡dvi 12h/24h 34.7±0.4** 5
Tabla 2. Ensayo mortalidad celular con kainato y domoato en la línea 11 110. Los ensayos se realizaron en
medio con suero. Test de la t de Student-pareada. significativo respecto al control * p <0.5 y ** p = 0.0 1.
CONTROL Todos los tiempos 11.8 ±0.8 25
Dolo pM lh/lh 27.1±2*0* 4
Do 10 [tM 1h124h 31.2±1.8*0* 4
Do 10 ~iM lh/96h 48.2±3.5** 4
Do 10 pM lh/120h 57.7±2.5 * 4
Do JO ¡iM 3h/3h 29.4±1.1‘~~‘ 4
DolO 1ilvl 3h/24h 37.1 ±2.6* 8
DolO¡iM 3l048h 51.4±28* 8
Do 10 ~.M 3lV72li 54.8±3.8** 4
DolO gv! 3W96h 59.6 ±4.2** 4
Dolo p.M 6h/6h 58.3±3* 7
Do lO i~1vI 6h/24h 78.5±1.1* 8
Do 10 pM 61i148h 807±2.9 * 4
Tabla 3. La mortalidad celular ante una misma concentración de agonista fue tiempo dependiente. Todos
los ensayos se realizaron en medio con suero. La valoración se realizó con azul tripano y Eda/PI. Test de la t de
Student-pareada, significativamente diferente respecto al control * p >0.0001. ** p <0.005 y ** p = 0.01.
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ANEXO
T PULSO/ MEDIA ±SEM(%) MEDIA LSEM (¾)
RIN IVALORACIÓN CONSUERO SINSIiERO
todos los tiempos 7.8 ±0.8 9.9±1.6 4
Do 10 pM Ih/lh 25.5 ±2.8 27.7±1.9 4
DoiOpM 6h/6h 525±L64 61.1±3* 4
Do 10pM 241x/24h 83.04±1.1* 84.8 ±3.7* 4
Do 10pM 48h/48h 906±1.1* 92.9±2.8* 4
Tabla 4. Efecto del suero en la mortalidad celular. La presencia o ausencia de suero en el medio de cultivo
no modificó los valores de mortalidad celular. Test de la t de Student-pareada, significativamente diferente
respecto al control * p >000001, ** p <00005 y ‘“<‘a’ p = 0.01.
CONTROL 3h/24h 2.8 ±0.4 - 4
G52IOOpM 3h/24h 13±I1** - 4
G 53 100 ¡dv! 3h/24h 18.7±1.3** - 4
G52+DolO¡tM 3h/24h 2L4±I1** «KA 8.4 4
G 53 4 Do 10 gvi 3h/24h 27.9 ±2.3 ~ KA 9.2 4
DolO dvi 3h/24h 46 ±3.1* AMPA/KA 43.2 4
Tabla 5. Efecto <le un pulso de domoato en un cultivo primario de astrocitos. Las concentraciones de
antagonista fueron saturantes en la preparación. Test de la t de Student-pareada, significativamente diferente
respecto al control * p = 0.0006 y ** p < 0.003. «KA (aproximadamente un 80% de los receptores de
kainato).
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CONTROL
T.PUESO/ MEDIA± RECU>TOR MORTAl]
ASTROCITOS TYAtOWXC¡ÓN . SEM{%) ACTIVO ?.ETX
ANEXO
TPULSO/ - MEDIA ji RECEPTOR MQRTALIOAD
NEURoNAS T VALORACIÓN 5*31 0½ ACTIVO NETA it
control 7.1 ±0.6 8
Glu 3 pM 31024li 61.5±2.3* TODOS 54.4 7
Glu 10 ¡iM 3h/24h 68±3.5* TODOS 60.9 7
3h/24h 14.8±1.8 ‘~ -
APV 100pM 3h/24h
APV + GYKI 52 31i/24h
APV+Glu3 3h/24h 528±2.8** AMPA/KA 31.4 4
AI’VA-Glu 10 3h/24h 56.5±2.64* PdvWA/KA 35.1 4
GYKI 52 + Glu 3 3h/24h 53.4 ±3.2 * NMDA/«KA 38.6 3
GYKI 524- Gín 10 3h/24h 57.4±1.3 * NMDA/«K.A 42.6 3
APV+G52+0lu3 3h/24h 36.2±0.8*4 «KA 2.3 4
APV4-G52+Glu 10 3h/24h 38.6±í.8~ «KA 4.7 4
3h/24h
GYKI 5246é 100¡¡M 7
21.4±2*4 8
33.9±3.1~ 5
Tabla 6. Efecto <le un pulso de glutamato en un cultivo de neuronas de hiíocampo. La tabla se ha
subdividido en tres, en el primero mortalidad neuronal en presencia de glutamato. en la segunda mortalidad
mediada por los antagonistas. yen la tercera mortalidad neuronal mediada por cada tipo de receptor. Test de la
de Student- pareada. significativamentediferente respecto al control p> 0.00001. 4* p <0.0008 y ~ p <
0.005.
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ANEXO
T PtitSO/ MEDIA t RECEPTOR MORTALIDAD
NEURONAS ~. YVALORACIÓN SEM (94) ACTIVO NETA u
control 3W24h 8.2 ±0.7 10
Do 10pM 31i/24h 67.3±1.4* AMPA/KA/NI’.4DA? 59.1 10
GYKIS2466100pM 122±1I** - 4
31t/24h
APV+GYKIS2 3h/24h 31.4±1.64* -
APV+Do 3h/24h 52.6±1.5* AMPA/KA 35.5 7
GYKI 52 + Do 31924li 28.3 ±0.6* NNDA?/<KKA 16.1 4
APV+6YK152+Do 3h/24h 35±08~ «KA 3.6 7
31Ú24h
APV 100pM 17.1 ±0.8* 7
4
Tabla 7. Efecto de un pulso de domoato en un cultivo de neuronas de
mortalidad fueron semejantes a los observados en los ensayos con glutamato.
significativamente diferente respecto al control * p <0.00005 y ** p < 0.0008.
hipocampo. Les porcentajes de
Test de la t de Student- pareada,
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ANEXO
T PU LSD! MEDIA± RECEPTOR MORTALIDtNI)
NEURONAS TM~LOR~ClON $EM(%) ACTIVO. . NETA . u.
control 3h/24h 8.2 ±0.8 4
Glu3pM 3h124h 64±24* TODOS 4
Glu 10pM 3h/24h 70.3±1.5 * TODOS 4
APV+G53 IO+Do 31Ú24h 50.2±í.2~ KA/«AlvWA 6.9 4
APV+G53 1004-Do 3h/24h 54.7±0.9* KA 6.6 4
APV-r G 53 100+ Do 3h/24h-K~ 30’ tras 46.6±1.8 * KA 3.5 3
pulso
GYKI 53655 100pM 3h124h 45.6±2.6*** - 8
APV+GYKIS3 31i/241i 51±2.64* - 4
GYKI 53 + Glu 3 3h/24h 52.1±1.9** NIvSA/KA 7.5 6
GYKI 53 + Glu 10 3h/24h 55.3 ±2.2 *4* NMDA/KA 9.7 6
APV+053+Glu3 3h/24b 53.7±1.3*4 KA 2 4
APV+G53+GluIO 3h/24h 55.8±2*4 4A 4
control 3b/24h 7.9 ±0.9 - 4
K~45 mM 30’ traspulso 11.2±1.8 - 3
Do 10pM 3h/24h 67.3 ±2.7** AMPA/KA/NMDA? 59.1 4
GYKI 53655 10 pM 3h/24h 37.4±0.9 * - 4
GYKI 53655 100pM 3h/24h 38.6±1.2 * - 4
GYKI 53 100 +K~ 3hI24h-K~30’ tras 33.3±1.5*4 3
pulso
APV+G53 10 gvt 3h/24h 43.2±0.6** - 4
APV+G53 100pM 3h/24h 48.l±1.2** - 4
APV+G 53 100 +K~ 3h/24h~K*30~ tras 42.1±1.1~ - 3
pulso
TPULSO MEDIAt RECEPTOXl. MORTALIDAD
NEURONAS TVALOR4CIQN ... SEM.{%) ACTIVO NETA
Tabla 8. GYKI 53655 fue altamente tóxico. Dada la alta toxicidad del compuesto, se vió reducida la
toxicidad mediada por los diferentes receptores. La aplicación de una solución de alto potasio mejoró los
porcentajes de mortalidad observados. Test de la t de Student- pareada, significativamentediferente respecto al
control * p >0.00001, ** p <0.0006 y *4* p <0.003. «AMPA (activación del receptorde AIVIPA menor del
10%).
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ANEXO
RECEPTOR > ACTIVIDAD CUERPOS
NEURONAS ACTIVO NORMALES NUCLEAR PICNOSIS APOPTÓTICOS
0.9±0.2 4
Glu3pM TODOS 31.7±2.9 50.7±2.2 15.8±04 1.7±0.2 4
Glu 10pM TODOS 35.6±4 463 ±7.5 15±3 3±0.4 4
- 68.2±4.9 22.3±0.8 8.8±4 0.7±0.2
APVIOOpM - 25.2±8.8 ¡2.2±0.9 1.3±0.3
- 48±6.1 36.3±1 1.5±0.3 4
24±2.9 15.4±2.9 1.1 ±0.5
APV+G53 - 46.1±5 21.2±LS 0.6±0.2 4
APV+Glu3 AMPA/RA 42.7±0.8 30±6.5 25.3±8.1 2±0.8 4
APV+Glu 10 AMPAIKA 40.8±1.1 33.9±3.8 23.2±4.9 2.1±0.3 4
052+01u3 NMDA/aKA 42.9±3.4 40.6±0.7 15.7±2.7 0.8±0.2 4
052+Glu 10 NMDA/<cKA 40.6±2.3 40.4±5.8 179±3.3 1.1±0.2 4
053 +0lu3 NMDA/KA 42±5.3 36i±1 20±4.6 1.5±03 4
053+Glu lo MvDA/KA 40.2±9.! 35.9±2.5 22.2±6.5 1.7±0.1 4
APV+052+ «KA 58.2±2.1 20.4±3.1 19.6±0.8 18±0.2 4
Glu 3
APV±G52+ «KA 54.9±1.8 20.2±1.7 23±0.4 1.9±01 4
Glu 10
APV+053+ KA 42±3.9 34.5±3.2 211±3.2 2.3±0.2 4
Glu 3
APV+G53 + KA 39.5±64 33.2±4.8 24.3 ±8.9 3.2±1.1 4
GUi 10
control 8L7±2.7 87±4 8.7±1.4
052 100pM 4
61.3±8.2 4
053 100pM 14.2±5.4
APV+052 59.5±1.2 4
32.1 ±6.6
Tabla 9. Diferente actividad nuclear ante un Iflíso de glutamato ~3h/24h)en neuronas de hipocampo. La
tinción Hoechst 33342 pennitió diferenciar diferente actividad nuclear. Los valores fueron la inedia ±SEM en
porcentaje. «KA (aproximadamente un 80% de os receptores de kainato).
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